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RESUMO

ESTUDO DO POTENCIAL CITOTOXICO, GENOTOXICO E MUTAGENICO
EM CELUI:AS DE Allium cepa DA PARATIONA METILICA ANTES E APOS
APLICACAO DOS PROCESSOS UV E UV/H,0s,.

Barbara Rodrigues Geraldino de Andrade

A parationa metilica € um praguicida do grupo dos inseticidas bastante
utilizado no Brasil, que mesmo apds ter sido banido em varios paises por uma
série de suspeitas como desregulacdo enddcrina e cancer. No presente estudo
foi avaliada a degradacdo da parationa metilica, na menor concentracdo que €
preaparada para aplicacdo em campo (30 mg/L), pela exposicéo a radiacdo UV
e processo UV/H,O,. A fotdlise da PM levou a uma reducdo da sua
concentracdo, atingindo uma eficiéncia de degradacdo de 83% ap6s 120 min
de exposicdo. Entretanto, para o processo UV/H,O, nas razdes molares
H.O./PM de 1:1 e 2:1 a eficiéncia de degradacéo foi de 99% apds um periodo
de irradiacao de 100 min e 20 min, respectivamente. Os valores das constantes
cinéticas aparentes obtidas foram 0,0144 para a fotdlise e 0,0484 e 0,2024 min’
! para o processos UV/H,0,, nas razdes molares H,O,/PM de 1:1 e 2:1,
respectivamente. A fotdlise ndo levou a mineralizacdo da PM. Entretanto, no
processo UV/H,0, ap6s um periodo de irradiacdo de 60 min observou-se uma
reducdo do COT de 85% e 60% na razdo molar H,O,/PM de 1:1 e 2:1,
respectivamente. Os ions sulfato foram os que apareceram em concentracdes
mais elevada quando aplicado processo UV/H,0,. A atividade estrogénica da
PM foi avaliada através do ensaio YES e observou-se uma fraca resposta
estrogénica. A PM (30mg/L) induziu a formagédo de microndcleo e aberracdes
cromossOmicas em células meristematicas de Allium cepa. No entanto, a PM
exposta a radiagdo UV apresentou maior potencial em induzir alteracbes
genéticas. A fotdlise da PM levou a um aumento significativo da
genotoxicidade, indicando que apesar de ter ocorrido a sua degradacgao parcial,
houve geracdo de metabdlitos potencialmente téxicos. A toxicidade diminuiu

consideravelmente apés o processo UV/H,0; na razdo H,O, /PM de 2:1.
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ABSTRACT

STUDY OF CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND MUTAGENIC POTENTIAL IN
Allium cepa CELLS OF METHYL PARATHION BEFORE AND AFTER
APPLICATION OF PROCESSES UV AND UV/H»0,

Barbara R. Geraldino de Andrade

Methyl parathion is a pesticide that belongs to the insectisides group, and
it is widely used in Brazil, even after being banished in many countries because
there are many suspects it causes endocrine deregulation and cancer.
The present study evaluated the degradation of methyl parathion (MP) in its
smallest concentration, that is prepared to field application (30 mg/L) by
exposure to UV radiation and UV/H,0, process. The photolysis of MP led to a
reduction of its concentration, reaching an efficiency of degradation of 83% after
120 min of exposure. However, for the UV/H,O, process using H,O,/MP molar
ratio of 1:1 and 2:1 the efficiency of degradation was 99% after irradiation for a
period of 100 min and 20 min, respectively. The kinetic constants values
obtained were 0.0144 for photolysis and 0.0484 and 0.2024 min™ to UV/H,0,
process, for H,O,/MP molar ratio of 1:1 and 2:1, respectively. The photolysis did
not lead to MP mineralization. However, for the UV/H,O, process, after a 60 min
of irradiation, it was observed a TOC reduction of 85% and 60% for a H,O,/MP
molar ratio of 1:1 and 2:1, respectively. The sulfate ions were those that
appeared in higher concentrations when UV/ H,O, process was applied. The
estrogen activity of the MP was assessed by YES testing and it was observed a
weak estrogen response. The MP (30mg/L) induced micronucleus formation
and chromosomal aberrations in meristematics cells of Allium cepa. However,
MP exposed to UV light showed a greater potential to induce genetic changes.
The photolysis of MP led to a significant increase in genotoxicity, indicating that
even though its partial degradation occurred, potentially toxic metabolites were
generated. The toxicity considerably decreased after the H,O,/UV process for
the 2:1 H,O,/MP ratio.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVO

Na década de 1950, deu-se inicio a um processo histdrico conhecido por
"revolugdo verde", na qual compostos quimicos sintéticos foram introduzidos
nos cultivos das lavouras, causando intensas mudancas nas atividades nos
processos classicos da agricultura (GUERRA & SAMPAIO, 1991; PERES,
2003). Segundo Moreira et al. (2002), as novas tecnologias empregadas na
agricultura, de uma forma geral, fundamentaram-se no uso extensivo de
agentes quimicos com a finalidade de controlar doencas, aumentar a
produtividade agricola e proteger o cultivo contra a acdo maléfica de insetos e

outras pragas.

Inicialmente, estes compostos ao serem inseridos no setor primario
foram considerados verdadeiros aliados da civilizacdo. Anos depois, com 0
surgimento das primeiras suspeitas de que tais compostos poderiam trazer
grandes prejuizos ao equilibrio natural dos ecossistemas e, desta forma, torna-
los suscetiveis a ocorréncia de impactos tanto aos seres vivos em geral, como

a propria saude humana, reconsideracdes foram feitas (BEDOR, 2008).

Assim, criou-se uma preocupacao associada as questbes ambientais, a
humanidade, as industrias, que culminou na criacdo de normas ambientais e
posteriormente no desenvolvimento de adequacdes para torna-las cada vez
mais exigentes. Por este motivo, uma parte da populacdo, nos dias atuais,
recorre aos alimentos ditos “organicos”, de volta as origens, pois tais
compostos sdo reconhecidamente mais saudaveis e surgem como alternativa

aos alimentos produzidos pela agricultura convencional.

Da mesma forma que evoluiram o conhecimento cientifico e o
tecnolégico, também o conhecimento sobre a real interferéncia desses
compostos nos ecossistemas e saude humana evidenciou-se. E assim, como
resultado dessa evolucdo, destaca-se a progressao para niveis mais exigentes
e restritivos de legislacdes. Como reflexo, a preocupacédo com a qualidade dos

ambientes ndo esta mais em apenas identificar a presenca de poluentes no



meio abidtico, mas na quantificacdo minuciosa de residuos de poluentes

presentes em baixas concentragoes.

Inimeros poluentes sdo encontrados em nosso dia-a-dia de consumo,
inclusive na agua potavel. E mesmo presentes em baixissimas concentragées,
tais compostos podem prejudicar a saude das populacbes. Doencas como
cancer, alteracbes metabdlicas, perda da capacidade reprodutora,
deformagBes em Orgdos reprodutores, comportamento sexual anormal e
alteracdes do sistema imunoldgico sédo alguns dos problemas relacionados a
exposicao a estas substancias (COCCO, 2002; PIMENTEL, 1993; GRILOSIA,
2005).

Outros aspectos relevantes relacionados a qualidade dos ecossistemas
Sa0 se esses compostos possuem meia vida extensa, isto €, se persistem por
muito tempo no ambiente; se sdo transferidos para organismos via cadeia
alimentar; e ainda, se sao substancias seletivas para as quais se destinam a

controlar.

Nos dias atuais, existe uma infinidade de substancias que sao
intencionalmente produzidas (agrotéxicos, farmacos) ou acidentalmente
geradas, como os subprodutos da queima de combustiveis fésseis (dioxinas e
furanos). E pouco se conhece acerca dos riscos destes compostos, sejam

isolados ou associados a outros compostos.

Muitos praguicidas usados na agricultura ha bastante tempo, sdo hoje
submetidos a reavaliacao toxicoldgica. Isto porque, na literatura existem dados
acerca desses compostos sugerindo que 0s mesmos possuem acgao negativa
sobre os organismos, como o praguicida parationa metilica (PM). Estudos
sugerem gue este composto € um agente que pode interferir no material
genético dos seres vivos, além de ser suspeito de causar outros problemas,

como alteracdo na funcéo enddcrina.

Dentre as substancias que causam danos aos organismos Vivos,
existem as substancias mutagénicas, que sdo aquelas que lesam o DNA.
Estudos que investigam a acdo de agentes mutagénicos ambientais tém

recebido um importante destaque, pois sabe-se que, embora ocorram
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mutacOes espontaneas, a maior parte delas é induzida por agentes fisicos e

quimicos, 0s quais 0 ser humano e demais espécies podem estar expostos.

Quando se pretende estudar a qualidade da &gua, as analises fisico-
quimicas se constituem em eficientes aliadas para avaliar as caracteristicas
gerais. No entanto, ndo consistem em tecnologias sensiveis o suficiente para
expressar avaliacbes quanto a toxicidade de compostos quimicos. A Unica
maneira pela qual se pode avaliar a seguranga de uma substancia, ou um
grupo de substancias, ou mesmo a interacdo entre elas e com o meio, €
através dos ensaios de toxicidade que empregam organismos de diferentes

niveis tréficos.

Em se tratando de micropoluentes, os danos ocasionados aos seres
expostos a estes compostos sdo aqueles decorrentes da toxicidade crénica, o
que significa dizer, que sdo danos oriundos da exposicdo a baixas
concentragcdes por um tempo prolongado (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011).

Uma preocupagéo surge quando se considera o fato de existirem muitas
evidéncias de que a exposicdo a determinadas substancias quimicas contribui
para o surgimento de disturbios do sistema reprodutivo masculino e feminino
de animais, incluindo alteragdes estruturais e funcionais, tais como, micropenia
em crocodilos, reversdao sexual em peixes e masculinizacdo de caramujos
fémeas (GRAY, 1998; BAKER, 2001). Como também, anormalidades do
sistema reprodutivo em seres humanos, entre elas, prejuizos na producéo
espermatica, impoténcia e aumento na incidéncia de tumores de testiculo,
prostata e mama. Portanto, verifica-se que o0 estudo dos efeitos dos
contaminantes ambientais que interferem com func¢des reguladas pelo sistema

hormonal é de grande interesse para a saude publica.

A incapacidade dos processos de tratamento de agua convencionais de
remover eficientemente muitos poluentes recalcitrantes deixa claro que
melhorias e novos sistemas de tratamento sdo necessarios. Em todo o mundo
tem sido observada uma evolugdo das normas que estabelecem critérios de
qgualidade de agua. Apesar dos micropoluentes emergentes ainda ndo serem

legislados de forma direta, a avaliacdo da toxicidade constitui ferramenta de



fundamental importancia no processo de avaliacdo de riscos ocasionados por
produtos quimicos a biota. Nesse contexto, as proprias legislacdes que tratam
sobre o langcamento de poluentes no ambiente, seja solo, ar ou mesmo
diretamente na agua, estdo focando a minimizacao dos impactos, tornando-se

cada vez mais exigentes e restritivas.

Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito
citotdxico, genotoxico e mutagénico do praguicida parationa metilica antes e

apos a aplicacado do processo UV e UV/H0..
Abaixo estéo elencados os objetivos especificos.

v Investigar o potencial citotoxico (analise de morte celular e de indice
mitotico), genotoxico (ensaio de aberracbes cromossbmicas) e
mutagénico (teste de micronucleo) da PM em células meristeméticas e

regido F1 de Allium cepa;

v' Analisar, identificar e quantificar os principais tipos de aberracGes
cromossbmicas induzidas pela PM através do ensaio utilizando células

de A. cepa;

v Investigar sobre o potencial de desregulacao enddcrina do principio ativo

da PM por meio do ensaio in vitro em levedura (Ensaio YES);

v Avaliar a cinética de degradacéo da parationa metilica no processo UV e
tratamento combinado UV/H,0,, com o intuito de identificar o processo

mais eficiente;

v Identificar a formacéo de ions liberados a partir da degradacédo da PM
com o tratamento UV, H,0, e UV/H,0y;

v' Estudar o potencial citotéxico (analise de morte celular e de indice
mitotico), genotoxico (ensaio de aberracbes cromossOmicas) e
mutagénico (teste de micronucleo) da PM (PMy=30mg/L) em celulas
meristematicas e regido F1 de Allium cepa, apos a aplicacdo do
processo UV e UV/H,0..



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inicialmente, serdo abordados os praguicidas, onde sera apresentada
uma breve discussdo sobre sua classificacao, definicdo, consumo, ocorréncia
no meio ambiente e efeitos ocasionados aos ecossistemas e a saude humana
relacionada a sua exposicdo, com atencdo especial a classe dos
organofosforados, dentre eles a parationa metilica. Por fim, serdo apresentados
0s principais mecanismos de degradacdo de praguicidas, incluindo os
mecanismos naturais de degradacédo e as técnicas aplicadas em tratamento de

agua e efluentes.

2.1 OS PRAGUICIDAS

Neste item serdo abordados os assuntos pertinentes aos praguicidas. O
inicio da utilizacdo dos praguicidas sintéticos na agricultura, sua classificacéo e

as discussoes sobre sua melhor defini¢ao.

2.1.1 A introducao de praguicidas sintéticos nas praticas agricolas

Registros remotos indicam que 0S gregos e 0S romanos, durante a
Antiguidade Classica, faziam uso de substancias inorganicas naturais como o
arsénio, para o controle de insetos na agricultura (ALVES FILHO, 2000).
Compostos organicos de origem vegetal também eram usados com a finalidade
de afastar insetos, como as folhas e flores de crisantemos, que produzem a
piretrina. Outro composto de origem natural, comumente usado, era a folha de
tabaco, na qual o principal alcaldide, a nicotina, € conhecido por possuir acao
repelente (GUERRA & SAMPAIO, 1991).

Estes produtos, que fazem parte do grupo denominado primeira geragao

de agrotéxicos, eram constituidos basicamente por compostos inorganicos



como flaor, arsénio, mercurio, selénio, chumbo, bérax, sais de cobre e zinco.
Por exemplo, pode-se citar o acetoarsenito de cobre, chamado de verde-paris e
o sulfato de cobre, conhecido por “calda bordalesa” (GUERRA & SAMPAIO,
1991; ALVES FILHO, 2000).

A partir do inicio do século XIX houve um avan¢co mundial na aplicacao
de produtos quimicos usados na agricultura para controle das pragas. Othmar
Zeidler sintetizou o primeiro inseticida organoclorado em 1874, conhecido como
DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), porém, apenas em 1939, Paul Mduller
descobriu suas propriedades inseticidas (GUERRA & SAMPAIO, 1991).

A partir da segunda Guerra Mundial, houve um avanco na sintese de
substancias organicas com propriedades biocidas, como os organoclorados
qgue foram usados para controle de insetos vetores da febre tiféide e outras
doencas veiculadas por insetos. No entanto, o rapido aparecimento destas
substancias ndo foi acompanhado de estudos associados a riscos a saude
humana e ao meio ambiente (MORAGAS, 2003).

Na Alemanha, em 1941, Schrader e colaboradores sintetizaram o
primeiro organofosforado, na tentativa de produzir gases téxicos como arma
para uso em guerra. Com o mesmo propdsito a industria quimica americana
trabalhou intensamente no desenvolvimento de uma substancias que pudesse
ser aplicadas na destruicdo, por via aérea, das areas de colheitas inimigas,
posteriormente conhecida como gas mostarda (LARINI, 1999; ALVES FILHO,
2000; BAIRD, 2002).

No inicio dos anos 1960, Rachel Carson em seu livro “Primavera
Silenciosa” denunciou graves problemas ambientais provocados pela
contaminagdo por DDT. Logo, uma série de politicas restritivas comecaram a
ser implementadas em varios paises, preconizando a reducao da utilizacao e
da producédo de certos produtos, como os inseticidas organofosforados e os
herbicidas, e a proibicdo de outros, dentre eles os praguicidas organoclorados
(MORAGAS, 2003). A autora discutia sobre a persisténcia e o0s danos
ambientais causados por praguicidas de uso agricola e questionava 0s riscos e

beneficios.



A utilizacdo dos praguicidas na producédo agricola, dentro de um manejo
adequado, leva ao aumento da produc¢do agricola, mas o uso indiscriminado
destes produtos pode acarretar prejuizos ambientais, muitas vezes
irreparaveis, e trazer sérias consequéncias a saude humana
(KLAASSEN,1989).

A partir da década de 70, o praguicida organoclorado, DDT, foi banido
em VAarios paises, apds ser constatado que os residuos clorados persistiam ao
longo de toda a cadeia alimentar, contaminando inclusive o leite materno. O
Brasil deixou de usar produtos a base de cloro (como BHC, Aldrim, Lindano,
Dieldrin, Endrin e Clordano) somente apos intensas pressdes sociais, a partir
da década de 70 (PORTO, 2003). Depois deste periodo, ficou claro que além
do efeito esperado pelos produtores em aumentar a produtividade rural, havia
uma relacdo proporcional entre o uso de praguicidas, a degradacdo ambiental
e 0s danos a saude humana (WASWA et al., 2002).

ApoGs esse periodo controverso, inumeros trabalhos foram realizados,
comprovando os efeitos danosos do DDT para a saude humana e para o meio
ambiente, sendo que a proibicdo s6 veio a ser fixada em 1985, através da
Portaria n® 329 de 02/09/85 do Ministério de Agricultura (BRASIL, 1985). Até
esse mesmo periodo, havia um conhecimento técnico sobre os danos que
esses compostos poderiam causar ao meio ambiente e a saude humana, no
entanto, ndo havia nenhum respaldo legal que proibisse sua utilizacdo. Mais
recentemente, o DDT teve sua fabricacdo, importacdo, exportacao,
manutencdo em estoque, comercializacédo e uso proibidos pela Lei n°. 11.936
de 14 de maio de 2009 (BRASIL, 2009).

O grande problema relacionado a esse grupo de substancias, como o
DDT, conhecidas como Poluentes Organicos Persistentes, esta atrelado ao fato
de que tanto o ingrediente ativo quanto seus subprodutos possuem meia vida
muito longa e, além disso, sdo extremamente lipofilicos. Isto significa que, uma
vez presentes no meio ambiente, tais compostos entram na cadeia alimentar e
bioacumulam. O acumulo de praguicidas, ao longo da cadeia alimentar, a

exemplo dos inseticidas organoclorados, gera um fenémeno ecoldgico



chamado de biomagnificacdo, que é o aumento da concentracdo de uma

determinada substancia com o aumento do nivel tréfico (BEGON, 1990).

2.1.2 Praguicidas: definicdo

Existe muita discussdo sobre a melhor forma de designar compostos
que sdo usados com a finalidade de controlar pragas nos cultivos, reprimir
insetos vetores de doencas, regular amadurecimento de frutos: pesticidas,
agrotoxicos, biocidas, defensivos agricolas. Habitualmente, as espécies-alvo
que se destinam a controlar sdo: bactérias, fungos, moluscos, insetos e
quaisquer outras formas de vida com potencial em causar algum dano ao

ambiente ou & saude e bem-estar do homem. (BEDOR, 2008).

Os praguicidas, também chamados de defensivos agricolas ou
agrotoxicos, pesticidas e até mesmo de biocidas, sdo denominacdes dadas a
substancia ou mistura de substancias, naturais ou sintéticas, destinadas a
combater ou repelir pragas, organismos que podem consumir ou deteriorar
materiais usados pelo homem (incluindo-se ai os alimentos), e ainda causar ou

transmitir doencas ao homem ou a animais (SUCEN, 2001).

A legislacao brasileira, através do Decreto n.° 98.816 de 11/01/1990 do
Ministério da Agricultura, que regulamentou a Lei n.° 7.802 (BRASIL,1989) ,
conhecida como “Lei dos agrotdxicos”, define os termos ‘agrotdxicos e afins’ no

Capitulo I, Artigo 2.° como:

“os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preservé-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos; substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores, inibidores de crescimento
e desinfestantes.” (BRASIL, 1989).



Definicdo semelhante a atribuida aos agrotoxicos no Brasil € a adotada
pela Food and Agriculture Organization (FAO), onde s&o citados os produtos
quimicos, substancias ou mistura de substancias que se destinam a prevencao,
destruicdo ou ao controle de qualquer praga, incluido vetores de doencas
humanas ou de animais ou que causam prejuizo ou interferem de alguma
forma na producéo, elaboracao, armazenagem, transporte, comercializacao de
alimentos para homens ou animais, de produtos agricolas, de madeira e seus
artefatos, ou que ainda possam ser administrados aos animais para combater
insetos, aracnideos ou outras pragas dentro ou sobre seus corpos (OGA et al.,
2008).

O termo agrotoxico coloca em evidéncia que se trata de uma substancia
gue serve para uso agricola; no entanto, simultaneamente, destaca sua
potencial toxicidade. Deste modo, fica claro que tais compostos representam
um risco em potencial para os organismos vivos. Evidentemente que os efeitos
adversos dos agrotéxicos a saude dependem de suas caracteristicas quimicas,
da gquantidade absorvida ou ingerida, do tempo de exposicédo e das condicdes
gerais de saude do individuo exposto (GARCIA, 2001).

Segundo Bedor (2008), o termo agrotdxico nao € utilizado, por exemplo,
pelo setor empresarial, que faz questdo de denominar os biocidas de
“defensivos agricolas”, ja que essa palavra esta carregada de intencionalidade
de marketing, cujo objetivo € convencer os agricultores de que esses produtos
atuam somente para impedir a acdo de organismos que poderiam causar
prejuizos econdmicos, ocultando os riscos inerentes dessas substancias para o

meio ambiente e para a saude humana.

Ainda segundo Bedor (2008), o termo ‘pesticida’ exprime a ideia de que
o efeito biocida € alvo apenas nos agentes aos quais se deseja controlar,
ocultando os riscos negativos para o meio ambiente e a saude do homem,
remetendo a ideia de um efeito seletivo. Tal ndo é real, pois esses produtos
nao atuam apenas para controle do alvo a que se destinam podendo agir

também em outros organismos vivos, incluindo o ser humanao.



Segundo Alonzo e Corréa (2003), o termo ‘pesticida’, amplamente
utilizado para designar este grupo de compostos, ndo se aplica neste contexto,
uma vez que o termo “peste” ndo possui 0 mesmo significado que ‘praga’ na
lingua portuguesa. Sendo, desta forma, o termo praguicida, mais adequado.
Este termo inclui as substancias que sdo destinadas a serem reguladoras do
crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes para reduzir a
densidade ou para evitar a queda prematura de frutos antes e apos a colheita,
sendo usadas, sobretudo na agricultura, para combater pragas, ervas
daninhas, ou doencas em plantas. Em programas de saude publica, sao
usadas para controle de vetores e, em menor quantidade, podem ser

empregadas na pecudria, silvicultura e no melhoramento florestal.

No Brasil, primeiramente, os praguicidas foram utilizados para o controle
de doencas endémicas, em programas de saude publica para controle de
vetores e parasitas. E, num segundo momento, passaram a ser usados
também na agricultura, mais intensivamente a partir da década de 1960, onde
a utilizacdo e a variedade de agrotoxicos aumentaram significativamente, com
base na compreensdo dos mecanismos quimico, fisico e biolégico de atuacdo
nos seres vivos (PERES, 1999).

2.1.3 Classificacao dos praguicidas

Os praguicidas mais utilizados s&o os inseticidas, fungicidas e os
herbicidas. No entanto, de acordo com seu espectro de agdo podem ainda ser
classificados como acaricidas, raticidas, moluscicidas e outros, dependendo do
tipo de organismo que se destinam a controlar. Ainda sobre a classificacao
desses compostos, podem ser classificados por sua estrutura quimica, como:
organofosforados, piretréides, organoclorados, benzoilureicos, carbamatos,

bipiridinicos, ureicos, triazinicos, cimarinicos e nitroanilinicos.

A classificacao toxicolégica dos agrotoxicos € feita por varios testes,
dentre eles, a medida de um parametro conhecido como DLsg (dose letal 50%)
que corresponde a concentracdo capaz de causar morte em 50% dos
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organismos teste. Esta classificacdo € essencial para o conhecimento da
toxicidade de um produto, do ponto de vista de seus efeitos agudos. Sé&o
valores calculados a partir de dados obtidos experimentalmente e que servem
para estabelecer uma classificacdo toxicolégica das substancias, como
observado na Tabela 1, este desfecho consiste na primeira etapa de avaliacao
de possiveis efeitos agudos pré-clinicos atrelados a concentracao, referentes a

sua potencia.

Segundo o IBAMA, através da Portaria Normativa IBAMA N° 84, de 15
de outubro de 1996, os agrotoxicos podem ser classificados quanto ao
potencial de periculosidade ambiental baseando-se nos parametros
bioacumulacédo, persisténcia, transporte, toxicidade a diversos organismos,

potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico frente a varios organismos.

Até a década de 60 do ultimo século, os compostos organoclorados
foram considerados como os mais usados em préticas agricolas. Entretanto,
tais compostos passaram de inicio a ser gradualmente substituidos pelos
organofosforados e, posteriormente, pelos carbamatos, devido a consideracdes
associadas a persisténcia ambiental dos organoclorados, o reconhecido
potencial inseticida e a menor persisténcia ambiental dos organofosforados.
Dados da década de 90 mostram que nessa €época ja existiam e eram
comercializados mais de 200 organofosforados diferentes e mais de 25
carbamatos (ROSATI et al., 1995; ECOBICHON, 1996).

Tabela 1. Classificacdo dos agrotoxicos segundo suas caracteristicas.

Classe Periculosidade Potencial de Toxicidade  Ro6tulo  DLsg Oral (mg/kg)

I Altamente Perigoso Extremamente téxico Vermelha <5

Il Muito Perigoso Altamente toxico Amarela 5a50

11 Perigoso Moderadamente téxico Azul 50 a 500

v Pouco Perigoso Pouco téxico Verde > 500
Brasil,1989.
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2.1.4 Classe dos organofosforados

Como ja discutido anteriormente, os agrotoxicos estdo divididos em
muitas classes, das quais, as de maior representatividade sao o0s
organoclorados e os organofosforados. Os primeiros sao reconhecidamente
resistentes a biodegradacéo e podem ser acumulados nas cadeias alimentares,
produzindo um aumento significativo de sua concentracdo nos individuos do
topo da cadeia. Em contrapartida, os organofosforados, séo cineticamente mais
faceis de serem degradados no ambiente (SANKARARAMAKRISHNAN et al.,
2005), dependendo de sua formulagédo, do modo de aplicacéo, e das condicdes

climaticas onde séo aplicados.

Ainda que certos compostos sejam degradados rapidamente, isto nao
implica necessariamente na diminuicdo dos males que eles proporcionam ao
meio ambiente, visto que produtos mais toxicos podem ser formados, como
metabdlitos ou subprodutos de degradacdo (BOLOGNESI, 2003).

Os organofosforados sé@o ésteres amido ou tiol-derivados dos &cidos
fosférico, fosfénico, fosforotidico e fosfonotidico. Segundo Santos e
colaboradores (2007), a estrutura quimica dos organofosforados possui um
atomo de fosforo pentavalente ao qual podem estar ligados: um atomo de
oxigénio ou enxofre, unido ao atomo de fésforo mediante uma dupla ligacéo;
um ou dois grupos metoxi (-OCHs), etoxi (-OCH,CH3) ou -SCH3; unidos ao
atomo de fosforo por uma ligagdo simples; um grupo amina ou grupo R mais
longo e mais complexo, ligado ao atomo de fésforo, usualmente através de um
atomo de oxigénio ou enxofre mediante uma ligacdo simples (SANTOS et al.,
2007). Na Figura 1 podem ser observados exemplos de organofosforados: o

malation, a parationa metilica, clorpirifés e metamidofos.

De maneira geral, essas substancias sdo consideradas do tipo nao
persistentes, ou seja, uma vez presentes em ambientes naturais decompdem-
se em dias ou semanas (BAIRD, 2002). Porém, alguns trabalhos relatam que

essa afirmativa ndo é totalmente verdadeira, visto que alguns compostos dessa
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classe podem persistir em solos, sedimentos e aguas de rio, por um periodo de
até 12 meses (RACKE et al., 1996).

Malation PM Clorpirifés Metamidofés
3...p_,ocH3
Q" ocH, o
Y O ; | o
| N OP(OCH,CH g
\\O/}J'J’\ s \"F; > | S (OCH,LCHy, _ R— O/

Figura 1. Formulas estruturais de alguns organofosforados. [Adaptado de
IPCS,1993)

A exposicdo a esses produtos quimicos por inalacdo, ingestao oral ou
absorcdo pela pele, pode levar a problemas imediatos de saude (BAIRD,
2002). Analisando a Tabela 2, verifica-se que os pesticidas organofosforados
possuem valores de DLsg inferiores aos organoclorados, evidenciando assim a

sua maior toxicidade aguda.

Tabela 2. Valores de DLsg (oral, ratos) em mg/kg para alguns praguicidas.

ORGANOCLORADOS ORGANOFOSFORADOS
DDT Atrazina Metamidofés Parationa metilica
113 1850 30 14

(WORTHING, 1979)

No que se refere a degradacdo dos organofosforados, eles podem ser
atacados por enzimas em diferentes pontos da molécula. Por exemplo, na
reacdo de dessulfuracdo oxidativa de P=S em P=0, ocorre a formacdo de
metabdlitos com maior toxicidade para insetos e mamiferos. Na transformagéo
do paration em paraoxon ha um aumento no parametro de toxicidade aguda,

DLso (oral, ratos), de 4,0-7,0 para 8,0 mg/kg. Por isso os organofosforados
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podem ser extremamente tOXicos para organismos que nao sejam alvos, sejam
vertebrados ou invertebrados (WARE, 1983).

2.1.5 O consumo de praguicidas no Brasil

As informacbes relacionadas ao consumo de praguicidas ndo sao
facilmente atualizadas e divulgadas diretamente para a populacéo. Além disso,
os dados sédo extremamente conflitantes. Acredita-se que, em todo o mundo,
sejam utilizados anualmente cinco bilhdes de toneladas de praguicidas
(WRIGHT & WELBOURN, 2002). Segundo Teixeira (2003), dos 600 principios
ativos de pesticidas disponiveis no mercado, existe 50 mil formulacGes

comerciais que sao empregadas principalmente na agricultura.

O Brasil se encontra entre os principais consumidores mundiais de
agrotoxicos. Os dados a respeito de sua colocacdo no ranking desses
consumidores sdo conflitantes e, portanto, imprecisos. Segundo Recena e
colaboradores (2005), o Brasil ja foi considerado como o terceiro pais que mais
utilizou praguicidas no mundo, consumindo cerca de 50% dos agrotdxicos

comercializados na América Latina.

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Defensivos Agricola
(SINDAG), no ano de 2009, foram comercializadas 725 mil toneladas de
produtos formulados para fins de controle na agricultura. As principais classes
consumidas sédo os herbicidas com 59%, seguido por inseticidas e acaricidas
com 219%, fungicidas com 12%, seguidos de outros tipos de praguicidas com
8% do consumo (SINDAG, 2011).

Dados apontados pela ANVISA (BRASIL, 2006) mostraram que em 28%
de quatro mil amostras de alimentos, no Brasil, foram observados problemas
de contaminacdo por alguns agrotéxicos. Sendo a maioria decorrente do uso
de produtos nado autorizados para a cultura ou devido ao uso excessivo,
gerando contaminagfes com niveis de residuos acima dos permitidos pela

legislacao.
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Segundo a FAO, em 1986 o Brasil ja era um dos paises com maior
aplicacdo de agrotéxicos na lavoura por hectare (CAIRES & CASTRO, 2002).
O Brasil utilizou em 2004, cerca de 187.000 toneladas de agrotoxicos, o que
corresponde a 1 kg por habitante/ano ou 6 kg por habitante/ano na zona rural.
Tal volume que superou as 47.000 toneladas utilizadas no ano 2000 (PIGNATI,

2007). Dados mais recentes nao sédo facilmente disponibilizados.

2.2 EFEITOS DOS PRAGUICIDAS NOS ECOSSISTEMAS E NA
BIOTA

2.2.1 A ocorréncia de praguicidas nos ecossistemas

A aceleracdo do processo de urbanizacdo e industrializacdo, ocorrida
principalmente ap6s a Segunda Guerra Mundial, resultou no aumento
expressivo da poluicdo nos diferentes ecossistemas. Os corpos hidricos
merecem uma atencdo especial, principalmente porque estes séo
extremamente vulnerdveis a acdo de poluentes lancados direta ou
indiretamente nos ecossistemas (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011).

Observa-se que cada vez mais a contaminacdo e poluicdo das aguas
vém se tornando um problema de grande complexidade em nossa sociedade,
pois somado a isso, ha o fato de uma maior demanda por novas fontes hidricas
e uma escassez crescente de fontes ja existentes. Particularmente as areas
agricolas em todo mundo reunem tais dificuldades, pois sdo os grandes
consumidoras de agua e estdo sujeitas a diversos riscos ambientais por
produtos quimicos (WAISSMANN, 2002).

Acredita-se que, pelo menos, 40% das terras agricolas do mundo sofrem
degradacdo e um dos principais fatores responsaveis € o uso indiscriminado de
compostos que se destinam ao controle de pragas e doencas (DUMANSKI &
PIERI, 2000).
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Na Conferéncia das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento e o0 Meio
Ambiente, realizada no Rio de Janeiro, a agricultura foi apontada como a
principal forma difusa de poluicdo. O grande problema é que, ao contrario de
muitos tipos de contaminantes que sdo lancados nos rios acidentalmente,
como subprodutos industriais, no caso dos praguicidas, alguns sao
propositalmente langados nos rios, como moluscicidas para controle de
moluscos vetores de doencas e nematicidas, aplicados em &guas para

controlar parasitos em peixes (TURGUT, 2003).

A maior concentracao de residuos de praguicidas aplicados no ambiente
ocorre imediatamente ap0s a aplicacdo. Posteriormente, devido a sua
persisténcia no meio ambiente, 0 composto permanece, mesmo em baixas
concentracbes, por um longo periodo de tempo, dependendo de suas

caracteristicas fisico-quimicas (BAIRD, 2002).

Eventualmente os efeitos negativos que comprometem o meio ambiente
ndo sdo acarretados isoladamente. Por exemplo, quando um praguicida é
usado para controle de um organismo em uma determinada comunidade,
devido as diversas interacdes reciprocas de dependéncia ou cooperacao nas
diferentes cadeias alimentares, a acao sobre uma determinada populacao pode

afetar todo o funcionamento de um ecossistema (SPADOTTO, et al., 2004).

Os praguicidas usados na agricultura sdo compostos intencionalmente
sintetizados para afetar reacdes bioquimicas em insetos, micro-organismos,
animais e plantas que se deseja controlar ou eliminar. Mas como boa parte
destes processos bioquimicos sdo comuns a todos 0s seres Vivos, tais efeitos
podem entdo atingir ndo s6 o organismo alvo, como também outros seres do
meio ambiente (SPADOTTO et al.,, 2004). As formulagbes de praguicidas
disponiveis comercialmente sdo misturas onde se descrevem, além do
principio ativo, as concentragdes de outros ingredientes, como estabilizantes e
solventes, e ainda o percentual de impurezas. Segundo Spadotto e
colaboradores (2004), ndo considerar todos 0os componentes originais e 0s
produtos de degradagdo com importancia ambiental pode levar a erros na

avaliacdo ambiental dos agrotoxicos.
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De uma forma geral, os praguicidas usados em praticas agricolas podem
chegar aos rios carreados pelas chuvas, por despejos industriais e domésticos
ou ainda através da lixiviacdo do solo. Por estarem presentes em diferentes
ambientes existe a possibilidade de esses compostos afetarem uma ampla
variedade de organismos por diferentes vias de exposicdo, como cutanea,
inalatéria ou por via gastrintestinal, pela ingestdo de residuos presentes na
alimentacdo. De acordo com Nimmo (1985), os peixes podem acumular
agrotoxicos em concentracfes muito acima daquelas encontradas nas aguas
em que vivem pois, além da exposi¢cdo que sofrem, podem também ingerir
esses produtos quimicos, quando estdo agregados ao material particulado em

suspensao.

Os cursos d’agua proximos as areas de plantagcdo podem ser
contaminados por agrotoxicos através do escoamento superficial, porém o
destino de um praguicida no meio ambiente depende de varios fatores, como
as propriedades do solo, sua composicdo quimica e conteudo de matéria
organica. Segundo Turgut (2007), o conhecimento antecipado do tipo e da
magnitude dos danos que o despejo de cargas poluidoras pode causar constitui

ferramenta de grande utilidade.

N

Os seres humanos sdo extremamente susceptiveis a presenca de
praguicidas, isto porque além de consumidores de animais, como peixes e
crustaceos, também sofrem impacto de outros tipos de contaminacéo. E o caso
do impacto sobre comunidades de insetos controladores de vetores de doenca:
se estes insetos controladores — predadores naturais de vetores de doencas —
sdo atingidos pela dispersdo ambiental de agrotoxicos, podem ter suas
populagcées diminuidas e, assim, favorecer o aumento da circulacdo destes
vetores em areas de ocupacao humana (PERES & MOREIRA, 2003).

Os praguicidas constituem uma ameaca relevante para diferentes
organismos. Existem varios trabalhos disponiveis na literatura que relatam os
efeitos dos praguicidas em muitas espécies aqudticas e terrestres. Esses
compostos afetam, potencialmente, todos o0s grupos de organismos em
ecossistemas terrestres e aquaticos, tais como 0s micro-organismos (ZHOU et
al., 2010), os invertebrados (NOVELLI et al.,, 2012), as plantas (LEME &
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MARIN-MORALES, 2008; SRIVASTAVA & MISHRA, 2009; LIMAN et al., 2011)
e 0s peixes (SANKAR et al, 2006; VENTURA et al., 2008).

Tradicionalmente, o0 impacto de descargas de poluentes em
ecossistemas aquaticos tem sido avaliado no meio abiético, em agua ou
sedimento, por meio da quantificacdo das substancias quimicas. Esta
abordagem, apesar de trazer informacgdes uteis, tem algumas limitacdes como,

por exemplo, ndo fornecer subsidios sobre a biodisponibilidade do composto.

Nem sempre um agente quimico estranho a um organismo Vivo,
conhecido como xenobiotico, € bem absorvido. Desta forma, um determinado
poluente pode estar presente como contaminante no ambiente e n&o
representar risco efetivo a biota. Os efeitos que originados por xenobiéticos nos
organismos vivos podem aparecer em VAarios niveis organizacionais de
complexidade, desde o molecular, celular, individual, até o nivel de comunidade
(ARIAS, 2007).

A entrada de agentes quimicos nos corpos dagua é funcdo das
caracteristicas fisico-quimicas dos praguicidas (solubilidade, massa molar,
biodegradabilidade), da concentracdo utilizada e da frequéncia com que sao
continuamente adicionados a esses ambientes. Tais compostos podem ser
diluidos, o que diminui progressivamente a sua concentra¢do (TRAPP, 2000;

2002), ou ainda podem se concentrar.

Em geral, os sinais de impacto nos ecossistemas aquaticos ndo sao
percebidos imediatamente, visto que em grande parte sdo decorrentes de
exposicdo continua a baixas concentragbes de poluentes, induzindo a
toxicidade crdénica. Nesta, o tipo de efeito observado ndo é o letal, como
observado em casos de acidentes ambientais, mas 0os danos sao subletais,
como interferéncia na expectativa de vida, crescimento, fisiologia,
comportamento, reproducéo e a ocorréncia de danos no material genético das

células de organismos expostos a esses biocidas (LUNA et al., 2011).

O uso indiscriminado de praguicidas tem causado um grande namero de
acidentes, principalmente entre os trabalhadores rurais e onde a manipulagéo é

amadora e, na maioria das vezes inadequada, ocorrendo periodicamente
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situacdes de envenenamento e de contaminacdo ambiental (LANGENBACH,
1989). Quanto a ingestdo de alimentos contaminados com esses produtos,
sabe-se que cerca da metade dos alimentos consumidos nos Estados Unidos
contém niveis mensuraveis de, no minimo, um agrotoxico. Por essa razao,
muitos destes produtos quimicos ja foram banidos ou tiveram seu uso limitado
naquele pais (BAIRD, 2002).

Alguns estudos mostraram que, além do efeito esperado desses
compostos no aumento da produtividade rural, existe uma relagdo proporcional
entre o uso de praguicidas, a degradacdo ambiental e os danos a saude
humana (WASWA et al., 2002). Isto leva a expanséo dos riscos, e faz com que
populacdes nao diretamente vinculadas com a cadeia produtiva dessas
substancias também se exponham em funcdo da contaminacdo ambiental e
dos alimentos. O que torna a problemética do agrotéxico uma questao ainda
mais grave e de interesse para a saude publica (KOIFMAN & KOIFMAN, 2002).

2.2.2 Praguicidas e danos a saude

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, ocorrem cerca de
3.000.000 de casos de intoxicacdo aguda por ano no mundo; mais de 700.000
casos de efeitos adversos cronicos, como disturbios neuroldgicos; cerca de
75.000 casos de cancer por exposicao; e 220.000 mortes decorrentes da
exposicao, direta ou indireta, a praguicidas (DHARMANI, 2003). Peres e
colaboradores (2003) afirmam que 70% desses casos de intoxicagao tiveram
sua ocorréncia, em sua grande maioria, em paises em desenvolvimento, como

o Brasil.

Estudos cientificos tém relacionado o uso de agrotdxicos com o
aparecimento de determinadas patologias como alergias, dermatoses,
neoplasias, casos de ma formacdo congénita, perda auditiva, efeitos
neuroldgicos e psicologicos, como sindrome neuroléptica, depressédo grave e
sequelas como esterilidade e cancer (PIMENTEL, 1993; PINHEIRO et al.,
1993; GURGEL, 1998;). O grande problema é gue muitos praguicidas sao
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ativos em concentracdes extremamente baixas (na ordem de pg/L), ndo sendo
necessérias quantidades elevadas para afetar negativamente os organismos e
causar alteracbes no genoma, hormonais e metabdlicas. A Tabela 3 mostra um
as possibilidades de danos ocasionados aos seres humanos relacionados a

exposicao aos praguicidas.

A exposigdo aos seres humanos ocorre, na maioria das vezes, ao longo
dos anos, quando toda a populacdo se expde diariamente através de residuos
de praguicidas presentes em alimentos ou por contaminacdo da agua, ja que
0S processos de tratamento convencional da agua sao ineficientes para

remocao destes compostos.

Uma vez na 4gua, em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas, os
residuos dos praguicidas podem tanto se ligar ao material particulado em
suspensao, como se depositar no sedimento ou serem ainda absorvidos por
organismos, sendo entdo detoxicados ou acumulados, respectivamente
(NIMMO, 1985). Quando esses compostos sdo acumulados, podem entrar na
cadeia alimentar, atingindo também o homem (NIMMO, 1985; FAN &
JACKSON, 1989; ZHOU et al., 2006).

Segundo Edwin (1996), embora a agricultura seja apenas uma das
inUmeras fontes ndo pontuais de poluicdo, ela geralmente é apontada como a
maior contribuinte de todas as categorias de poluentes. A utilizacdo de
praguicidas nas praticas agricolas vai muito além da contamina¢édo da agua e
do solo. Outro problema relacionado aos praguicidas diz respeito a saude dos
trabalhadores que participam dos processos de producdo, armazenamento,
transporte, aplicacdo e descarte de embalagens e residuos contaminados por
praguicidas e ainda a contaminacéo alimentar (NETO & SARCINELLI, 2009).

A andlise da presenca de residuos de agrotoxicos que podem se
acumular ao longo da cadeia alimentar € importante para a avaliacdo da
seguranca na utilizacdo desses alimentos, ja que grande parte é para consumo
humano (FAN & JACKSON, 1989). Parte desse problema deve-se ao fato de

muitos praguicidas acumularem sobre as cascas das frutas e legumes.
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Tabela 3. Efeitos da exposi¢céo aos praguicidas

CLASSIFICAGAO
QUANTO A NATUREZA

CLASSIFICACAO
QUANTO AO GRUPO

SINTOMAS DE
INTOXICAGAO AGUDA

SINTOMAS DE
INTOXICACAO CRONICA

QuIiMICO
- Fraqueza - Efeitos neurotoxicos
- Colicas abdominais retardados
Organofosforados e N ~
- Vémitos - Alteracdes
carbamatos -
- Espasmo muscular cromossomiais
- Convulsdes - Dermatite de contato
- Nausea - LesGes hepaticas
INSETICIDAS Organoclorados - Vomltcl - Arrltm|~as cardlgcas
- Contracao - LesBes nasais
muscular involuntéria | - Neuropatia periférica
- - Alergias
- IrritagBes oculares g
. - Asma brénquica
s N - Espirros N
Piretroides sintéticos e - Irritagao nas
- Excitagao
~ mucosas
- Convulsdes : S
- Hipersensibilidade
- Tonteiras - Alergias respiratérias
- Vémitos - Dermatites
Ditiocarbamatos - Tremores - Doenca de
FUNGICIDAS musculares Pa[klnson
- Dor de cabeca - Céanceres
Fentalamidas - Teratogéneses
- Dificuldade
Dinitrofendis e respiratoria - Canceres
pentaclorofenol - Hipertermia - Erupgbes cutaneas
- Convulsdes
- Perda do apetite - Inducéo da producgéo
N - Enjéo de enzimas hepéticas
HERBICIDAS Fenoxiacéticos ~ A
- Vomitos - Canceres

- Tremor muscular

Dipiridilos

- Sangramento nasal
- Fraqueza
- Desmaios
- Conjuntivites

- Lesdes hepdticas
- Dermatites de
contato
- Fibrose pulmonar

[Adaptado de PERES, 1999]

O problema de se utilizar um praguicida que ndo esta registrado para

determinada cultura especifica esta atrelado ao fato de ndo existir um limite de

tolerancia para tal cultura, aumentando o risco do consumo. Segundo Stoppelli
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& Magalhdes (2005), a comissdo do Codex Alimentarius das Nacfes Unidas
para a Organizacao de Agricultura e Alimento (FAO) e da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) estabelece o limite maximo de residuos de pesticidas em
diversos alimentos. Na Europa, o nivel de residuo de pesticidas em alimentos
de origem animal e vegetal foi definido de acordo com o critério proposto pelo
Conselho Europeu em 1997. Portanto, a analise da presenca dos praguicidas
em alimentos representa uma pratica bastante comum nos paises
desenvolvidos e niveis cada vez menores tém sido tolerados, baseados no

principio da precaucao.

A avaliacdo realizada em alimentos permite a identificacdo de dois
grandes problemas: a deteccdo de residuos de agrotdxicos que ndo sdo
autorizados em certas culturas e a quantificacdo de agrotoxicos acima do valor

determinado para seguranca alimentar.

No Brasil, com a finalidade de monitorar a qualidade dos alimentos em
relacdo aos residuos de praguicidas, a ANVISA, junto ao Ministério da Saude
iniciou em 2001 um projeto de andlise de residuos de praguicidas em
alimentos. O projeto foi consolidado no Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos - ‘PARA’, no qual foi monitorado o uso indevido de
praguicidas nao autorizados para as culturas, bem como de praguicidas
autorizados (ANVISA, 2003).

Os praguicidas podem causar danos a saude do homem, tanto pela sua
exposicdo a ambientes contaminados, como também pela atividade
ocupacional. De acordo com Bolognesi (2003), a exposi¢cdo ocupacional, que
envolve os estagios de formulacdo, manufatura e aplicacdo dos praguicidas,
constitui um alto risco ao homem, por promover uma exposicdo a misturas
complexas, constituidas de diferentes tipos de substancias quimicas, bem
como de impurezas, solventes e outros compostos. Além dessas substancias,
alguns ingredientes inertes, que ndo possuem atividade agrotoxica, podem ser
biologicamente ativos e, em alguns casos, comprometer sistemas biolégicos,
por serem mais téxicos do que o proprio componente ativo do agrotéxico
(ALVES-FILHO, 2000).
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Além da exposicado ocupacional, os individuos também se expbem aos
agrotoxicos por meio da agua e dos alimentos ingeridos, ou pelo ar que
circunda e adentra as residéncias, como ja discutido anteriormente. Este tipo
de exposicdo tem mostrado ser mais substancial e ocorrer mais

frequentemente do que a exposicdo ocupacional (FENSKE, 1997).

Os organofosforados sdo extremamente tdxicos aos mamiferos por
exercerem toxicidade aguda sistémica pela inibicio da enzima
acetilcolinesterase. Segundo Katzung (2006), esta enzima apresenta dois sitios
distintos que servem como pontos de ligacdo para a acetilcolina. A
conformacao estrutural dos organofosforados permite um encaixe do seu

grupamento fosfato na acetilcolinesterase.

Ao contrario da acetilcolina, que é prontamente hidrolisada por
acetilacao, a hidrolise da enzima fosforilada ocorre lentamente. Desta forma,
pode ocorrer o acimulo de moléculas de acetilcolina na sinapse, levando a
hiperexcitagdo do sistema nervoso, desencadeando o processo de paralisia
que pode levar a morte do inseto (GALLO et al., 2002).

Além do efeito sobre a inibicdo da acetilcolinesterase, existe outro efeito
toxico causado pela exposicdo aos organofosforados, conhecido como
polineuropatia tardia, que é uma disfuncdo neurolégica ocasionada pelo
funcionamento inadequado dos nervos periféricos. Isto pode levar a alteracfes
motoras, sensitivas ou ambas em diferentes graus (ECOBICHON, 1996),
podendo interferir até com o0s musculos relacionados com a respiracao,

inclusive o diafragma.

Além do elevado potencial em causar efeitos agudos, alguns estudos
relacionam a exposicdo humana aos organofosforados a efeitos crénicos como
problemas de memoria, céancer, depressdo, deficiéncias neuroldgicas,
deméncia e efeitos teratogénicos como abortos espontadneos e inducdo de
malformagbes congénitas (BOLOGNESI & MERLO, 1989; PERES, 1999;
GRISOLIA, 2005). Além dessas alteracdes, esses compostos sdo apontados
por causarem efeitos como mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade em

orgdos como coracao, figado e rins (PERES et al., 2007).
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Uma atencdo consideravel tem sido dada aos indicadores de danos
genéticos, em populacbes humanas expostas ocupacionalmente aos
organofosforados, como aberragbes cromossdmicas, troca entre cromatides
irmas e microndcleos (CAKIR & SARIKAYA, 2005). Os efeitos precisos destas
aberracdes cromossémicas ndo sao totalmente conhecidos, mas o indice
elevado no numero de aberracdes cromossdmicas, seguidas de exposicdes
aos organofosforados, sugere um aumento na probabilidade de
desenvolvimento de cancer (KOURAKIS et al., 1996).

Os efeitos sobre a saude decorrente do consumo de agua contaminada
por agrotoxicos variam segundo o principio ativo envolvido. Dentre os
problemas causados pelos organofosforados ja identificados e publicados pela
literatura nacional e internacional especializada, destacam-se problemas no
figado e no sistema nervoso central, como dores de cabeca, tonturas,
irritabilidade, movimentos musculares involuntarios; problemas com efeitos no
sistema cardiovascular e reprodutivo, evidéncias de alteracbes enddcrinas, e
ainda doencas nos rins, olhos, baco, surgimento de anemia e aumento do risco
de desenvolver cancer (NETO & SARCINELLI, 2009).

Recentemente, estudos tém sugerido que os organofosforados também
produzem estresse oxidativo em diferentes tecidos pela formacao de espécies
reativas de oxigénio (AHMED et al., 2000; ABDOLLAHI et al., 2004).

Compostos organofosforados sao lipofilicos e por isso sédo facilmente
absorvidos pelos insetos. Em humanos, os organofosforados também séo
absorvidos por diferentes vias e incorporados através das membranas
celulares (VIDEIRA et al.,, 1996). Uma vez absorvidos pelos organismos, 0s
organofosforados passam por reagbes de biotransformagéo, onde o objetivo
primario é produzir compostos mais polares, com a finalidade de serem mais

facilmente excretados.

No entanto, durante estes processos onde ocorrem essas
transformacdes biologicas, alguns subprodutos ou metabdlitos gerados
apresentam toxicidade diferente daquela do composto original. No caso dos

organofosforados, os metabdlitos produzidos sdo extremamente toxicos, mais
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que o proprio principio ativo, podendo levar a efeitos negativos significativos,
do ponto de vista toxicologico (JOKANOVIC, 2001). Especificamente, quando a
biotransformagdo da origem a metabdlitos que se ligam a proteinas e acidos
nucléicos, causando citotoxicidade e genotoxicidade, diz-se que ocorreu
“ativacdo metabdlica’ (OMURA, 1999).

A maioria dos organofosforados frequentemente utilizados nao é
classificada como carcinogénica. No entanto, os dados sobre enquadramento e
classificacdo em relacdo ao potencial carcinogénico € motivo de muitas
discussbes e controvérsias. Por exemplo, os praguicidas malation, paration e a
parationa metilica foram considerados compostos com poucas evidéncias de
carcinogénese pela International Agency of Research in Cancer (IARC), mas

esta classificacdo é muito contestada no meio cientifico (BEDOR, 2008).

2.2.2.1 Efeitos hormonais

Os desreguladores enddcrinos, eco-hormdnios, substancias com
atividade hormonal ou xerorménios foram definidos no sentido mais amplo
como "qualquer substancia exdgena que interfere com a sintese,
armazenamento/liberacédo, transporte, metabolismo, atividade conjugadora ou
eliminacdo de horménios naturais na corrente sanguinea, que Ss&o
responsaveis pela regulagdo da homeostase e pelo desenvolvimento” ou
"qualquer substancia exdgena que causa efeitos adversos a saude,
secundarios a alteracfes da funcdo enddcrina em organismos intactos ou na
sua prole" (KOIFMAN & PAUMGARTTEN, 2002).

Segundo definicho do Endocrine Disruptor Screening and Testing
Advisory Committee, comité constituido pela USEPA, desreguladores
endocrinos sdo quaisquer substancias exdgenas que alterem funcbes
enddcrinas e causem efeitos adversos no individuo, sua progénie e/ou (sub)

populacdes de organismos (GOLDMAN et al., 2000).

Outros termos também usados para designar tais compostos, de acordo

com diferentes pesquisadores e instituicdes sao: perturbadores endocrinos,
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desreguladores  enddcrinos,  disruptores  enddcrinos,  xenoestrogénios,
moduladores  enddcrinos, horménios ambientais, compostos ativos
hormonalmente e fitoestrogénios (MEYER et al., 1999; LANDRIGAN et al.,
2003; BILA & DEZOTTI, 2003).

A repercussdao em humanos de substancias desreguladoras enddécrinas
recebe cada vez mais atencdo uma vez que ainda ha muito para se
compreender no que diz respeito a presenca ambiental dessas substancias ou
se existe concentracdo segura e, portanto, toleravel. E ainda, conhecer sob o
ponto de vista toxicoldgico se essas substancias apresentam efeitos relevantes

em baixissimas concentracdes.

A lista de substancias consideradas como “desreguladores endécrinos” é
muito ampla e continua a crescer a cada dia, compreendendo desde produtos
guimicos sintetizados pelo homem até substancias que se encontram de

maneira natural no meio ambiente, como os fitoestrogenos.

No século passado, surgiram as primeiras hipoteses que discutiam sobre
as alteracdes gque afetavam os mecanismos hormonais de algumas espécies
de organismos testes expostos a determinadas substancias quimicas. Em
1950, Burlington e Lindeman ja relatavam que doses elevadas de DDT
causavam atrofia testicular, levando a feminizacdo dos caracteres sexuais
masculinos secundarios de galos white leghorn (KOIFMAN & PAUNGARTTEN,
2002).

Em 1962, Rachel Carson, em seu célebre livro “Primavera silenciosa”,
chamava a atencdo da populacdo para uma problematica do uso excessivo de

pesticidas no meio ambiente, problema até entdo pouco conhecido.

Dentre outros, a autora avaliou especialmente o amplo uso do praguicida
organoclorado Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) como a principal causa da
reducdo populacional de diversas aves. Sugerindo que tal substancia chegava
até as aves quando introduzida via cadeia alimentar, apds alcancar seu
objetivo primério de aumentar a produgdo agricola. Como resultado da
exposicdo, foi observado um efeito adverso nada desejado, a mortalidade de
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diversos animais ndo alvos. Este livro € considerado a primeira manifestacéo

ecoldgica contra o uso indiscriminado do DDT.

Apenas na ultima década, efeitos hormonais tiveram destaque por parte
da comunidade cientifica nacional e internacional, principalmente devido ao
namero crescente de publicacbes que relataram o aumento da incidéncia de
disfungbes no sistema enddcrino de seres humanos. Colborn e colaboradores
(1997) reuniram em seu livio Our Stolen Future “Nosso futuro roubado” as

primeiras evidéncias dos efeitos hormonais.

Como a regulacdo hormonal em concentracbes normais ocorre na
ordem de picomol (10™? mol), estes interferentes hormonais podem atuar no
organismo de seres vivos mesmo em valores muito reduzidos (GUYTON &
HALL, 2002). Os problemas observados em organismos testes expostos a
horménios vao desde alteracdes que levam a desordens no ciclo hormonal,
como a capacidade de afetar a reproducdo e o desenvolvimento da prole, até
atingir a propria sobrevivéncia da espécie, reduzindo as taxas de fecundidade,

de fertilizacao e de eclosao dos ovos.

Algumas alteracdes fenotipicas encontradas em espécies aquaticas e
terrestres foram atribuidas a exposicdo a compostos com efeitos sobre o
sistema hormonal, como a diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros, de
peixes e de tartarugas, feminizacdo de peixes machos e ainda problemas no
sistema reprodutivo em peixes, répteis, passaros e mamiferos (BILA &
DEZOTTI, 2007).

Uma das principais evidéncias da alteracdo do sistema reprodutivo em
espécies aquaticas causada pela exposicdo a efluentes é a feminizacdo de
peixes-macho. Os sinais de feminizacdo sdo a producdo de vitelogenina e a

ocorréncia de intersexualidade em peixes-macho (BILA & DEZOTTI, 2007).

As vitelogeninas sdo proteinas precursoras das vitelinas, proteinas da
gema de ovo que provém reservas de energia para o desenvolvimento de
embrides em oviparos. A producdo de vitelogenina em fémeas adultas é
induzida pela presenca de estrogénios enddgenos. No entanto, a exposicao de

substancias estrogénicas presentes no ambiente externo também pode induzir
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em peixes-macho a sintese de Vvitelogenina. Peixes-macho com
intersexualidade, uma forma anormal de hermafroditismo, possui 0s estagios
iniciais de células de ovo nos testiculos e em alguns casos desenvolvem
também o duto feminino que conduz os ovos ao oviduto (MILLS &
CHICHESTER, 2005)

Além dessas alteracdes descritas, em gastropodes marinhos pdde-se
observar um fenémeno conhecido como imposex, que é caracterizado pelo
aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas, como pénis e vasos
deferentes em organismos do sexo feminino (CAETANO & ABSALAO, 2002),
efeitos relacionados com a exposicao ao tributilestanho e ao trifenilestanho,

praguicidas usados como anti-incrustante em cascos de navios.

Alguns praguicidas e outras substancias quimicas sintéticas tém o
potencial de produzir alteracdes no sistema enddcrino através da ligacdo a
receptores especificos de horménios esterdides (estradiol, testosterona e
progesterona), antagonizando ou estimulando o sistema endocrino (KAVLOCK
et al., 1996). Os efeitos adversos podem ser resultantes da interferéncia com a
producao, liberacdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
hormdnios naturais responsaveis pela manutencado da homeostase e regulacdo

de processos do desenvolvimento.

Alguns desreguladores enddécrinos sdo encontrados na composi¢ao de
produtos domésticos: no revestimento de latas de conserva, plasticos usados
para fabricacdo de mamadeiras, nos espermicidas que estédo incorporados aos
preservativos, em produtos usados como selante branco nos dentes, em
alguns materiais de uso sanitario, detergentes industriais, filtros solares,
cosméticos e inimeros praguicidas (BILA & DEZOTTI, 2007).

As principais substancias com suspeita de potencial endécrino sdo os
fitoestrogénios, bifenilas policloradas e seus metabdlitos, ftalatos,
hidrocarbonetos clorados, dioxinas e furanos, alquilfenéis, DDT e seus
metabdlitos, etoxilatos de alquilfendis, compostos organometalicos,
praguicidas, alguns farmacos, aditivos alimentares, bisfenol-A, retardantes de

chama bromados e horménios esterdides (BAIRD, 2002). Na Tabela 4, podem
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ser observados alguns praguicidas que sado suspeitos por interferirem no

sistema enddcrino.

A dispersao no meio ambiente destas substancias que se acumulam ao
longo da cadeia alimentar chegou a um nivel tdo amplo que pode se dizer que
nao ha espécie de animal que nado tenha sido exposta, em maior ou menor
grau, ao DDT e aos PCB. A presenca de contaminantes organoclorados foi
relatada nos limites do planeta, desde os circulos polares, até as fossas
oceanicas (CARSON, 1962). Segundo Colborn e colaboradores (1997), todas
as criancas do hemisfério Norte estdo expostas a praguicidas, desde a

concepcao, até a gestacao e lactacdo (COLBORN et al., 1997).

Tabela 4. Praguicidas suspeitos por serem desreguladores enddcrinos.

2,4-D; 2,4,5-T; Alacloro; Amitrole; Atrazina;

HlereliEl e Metribuzin; Nitrofen; Trifluralina.

Benomil; Hexaclorobenzeno; Mancozeb; Maneb;

Fungicidas Metiram; Zineb; Ziram, Thiram.

B-HCH; Carbaril; Clordano; Dicofol; Dieldrin; DDT e metabdlitos;
Inseticidas Endosulfan; Heptacloro; Lindano (y-HCH);Metoxicloro; Mirex;
Oxiclordano; Paration; Parationa metilica; Piretréides; Toxafeno;

Nematocidas Aldicarb; DBCP.

Modificado de Colborn et al. (1997).

Segundo Santamarta (2001), varios defensivos agricolas, alguns
proibidos e outros em uso, como o DDT e seus produtos de degradacao, o
Lindano, o Metoxicloro, piretroides sintéticos, herbicidas de Triazina, Kepona,
Dieldrim, Vinclozolina, Dicofol e Clordano entre outros sdo considerados

desreguladores enddcrinos.

Birkett e Lester (2003) apontam o0s praguicidas atrazina, linuron,
hexacloro-benzeno e pentaclorofenol como substancias com atividade
estrogénica e que habitualmente podem ser encontrados em rios proximos a
areas de cultivo, em efluentes industriais, domésticos, e ainda em agua potavel

em baixissimas concentragdes.
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Uma das prioridades na pesquisa cientifica sobre os desreguladores
enddcrinos é revelar os diferentes mecanismos de acao destas substancias e
explicar como substéancias com diferentes formas e estruturas podem produzir

efeitos biolégicos similares.

Varios fatores dificultam o estabelecimento dos mecanismos de acédo
dos desreguladores endocrinos (OLEA & ZULUAGA, 2001), tais como: a baixa
poténcia hormonal dos xenoestrogénios, ja que os horménios naturais sdo mais
potentes que a grande parte dos xenoestrogénios sintéticos (com excecao de
farmacos como o dietilstilbestrol e as pilulas anticoncepcionais); a variedade
em relacdo a estrutura quimica, pois dificulta sua identificacdo; a possibilidade
de que os efeitos combinados possam ser sinérgicos (aumentando o efeito de

compostos isolados) ou antagonizados (anulando efeitos).

Existe grande incerteza sobre os efeitos destes compostos quimicos,
pois estes exercem seus efeitos de diferentes formas: mimetizando,
blogueando ou anulando os efeitos estrogénicos, dependendo do 6érgdo, das
circunstancias da exposicdo e dos niveis de estrogénios presentes (BILA,
2005).

Sabe-se que a producdo de estrogénios naturais varia em funcao do
sexo, idade e ciclos reprodutivos. Assim, as mulheres produzem mais
estrogénios que os homens, e em periodos particulares as concentracfes de
estrogénios se elevam, como durante o desenvolvimento fetal, ou se reduzem,

como no periodo apds a menopausa (PERES et al., 2007).

Segundo Markey e colaboradores (2003), os desreguladores endocrinos
podem interferir com o funcionamento do sistema enddcrino das seguintes

formas:

a) mimetizando o proprio hormonio, ou seja, interagindo com o receptor
especifico para desencadear as alteracbes que seriam provocadas pelo

hormdnio naquele sitio de atuacao;
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b) bloqueando a acdo do horménio ao ocupar os receptores que seriam
destinados especificamente a ele, impedindo, desta forma, que sua funcéo seja

exercida;

c) causando danos no metabolismo dos horménios, isto é, na sua

sintese ou na sua destruicéo e eliminacgdo fisiolégica ou natural;

d) afetando o Sistema Nervoso Central, onde esta o principal controle de

producdo hormonal, a hipdfise, que, por sua vez, é regulada principalmente

pelo hipotalamo.

Todos os hormdnios sédo regulados também por mecanismos de
retroalimentacéo, isto €, sdo produzidos de acordo com os niveis detectados na
corrente sanguinea, constantemente monitorados pelo hipotalamo. Por isso
uma interferéncia em nivel central afeta o controle de diversos hormonios.
Esse mecanismo de controle pode ser alterado tanto por receber informacéo
errada quanto em niveis sanguineos, como por acles deletérias sofridas
diretamente pelo préprio sistema nervoso central (CONNAUGHTON, M. A. &
AINDA, 1999).

Os agentes quimicos que interferem na acdo do hormdénio masculino
agem impedindo a sua acao androgénica. Por exemplo, o DDE
[dichlorodiphenyldichloroethylene (1,1 - bis - (4-clorofenil) -2,2-dicloroetano)],
metabdlito biologicamente ativo do DDT, possui pouca capacidade de se ligar
ao receptor estrégeno, mas inibe a ligagdo entre o receptor androgeno e a
testosterona (D'AMATO et al., 2002). Efeitos em experimentos com ratos de
laboratério expostos ao DDT revelaram a necessidade de manutencdo de
mamilos toracicos, atraso na separagdo do prepucio no pénis e diminuicdo da

vesicula seminal e prostata (KELCE et al., 1995).

Os hormoénios sdo potentes moduladores de diversas funcdes
bioguimicas e fisiologicas, e ha evidéncias de que diversas condi¢des
patologicas (tais como o céancer de mama, testiculo e préstata, além da
disfungéo reprodutiva) sejam afetadas por influéncias hormonais (KOIFMAN &
PAUMGARTTEN, 2002).
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N&o esta claro, mas a maioria dos compostos parece apresentar um
mimetismo hormonal bastante fraco, varias ordens de grandeza menor que 0s
efeitos dos hormdnios fisiolégicos em diversos ensaios in vivo e in vitro. Por
exemplo, o suposto xenoestrogeno pp-DDE parece ser pelo menos 107 vezes
menos potente do que o B-estradiol no ensaio in vitro de estrogenicidade com
levedura (KOIFMAN & PAUMGARTTEN, 2002). Na Tabela 5 h4 um resumo de
alguns efeitos dos desreguladores enddcrinos na saude humana.

Tabela 5. Alteracbes em humanos, relacionadas a exposicdo aos
desreguladores enddcrinos.

Alteracbes observadas Referéncia
Diminui¢do da qualidade do Skakkebaek et al., 1992; Nordkap et al., 2011

sémen
Alteracdes penianas e Skakkebaek et al., 1995; Skakkebaek, 2003; Brucker-
testiculares Davis et al., 2003; Kim et al., 2004.

Forman et al., 1994; Huyghe et al., 2003; Mendes,

Cancer Testicular 2002. Weber et al., 2002

Cancer de Préstata Keller-Byrne et al., 1997; Koifman et al., 2002.

Coleman et al., 1993; Dewalilly et al., 1994; Colton et
Céancer de Mama al., 1993; Titus-Ernstoff et al., 2001; Sasco, 2003;
Ibarluzea et al., 2004.
Berger et al., 1986; Vessey et al., 1993; Ballard et al.,

Endometriose 2006.
Efeitos na Tireside Capen, 1992; Crisp et al., 1998; Schmutzler et al.,
2004.
Puberdade ad|antada,e_ Olea & Zuluaga, 2001; Teilman et al., 2002; Fortes et
desenvolvimento mamario Al 2007

precoce

Nos ultimos anos a preocupacdo com sobre o0s potenciais efeitos
adversos que poderiam resultar da exposicdo a substancias quimicas que
apresentam capacidade de interferir com o sistema endocrino ganhou
importancia no contexto da toxicologia. Os efeitos na saude de humanos, tais
como reducédo na producdo de esperma, aumento da incidéncia de cancer e
riscos ainda nao totalmente conhecidos, tém sido motivo de muita discusséo
(ANDRADE-RIBEIRO et al., 2006).

Os produtos quimicos sintéticos podem se comportar como hormonios

naturais e provocar transtornos a saude humana. Pode-se citar em homens:
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reducdo da qualidade do sémen associada a baixa contagem de
espermatozoides, baixo volume no sémen ejaculado, proporgéo elevada de
espermatozoides anormais, proporcao reduzida de espermatozéides moveis; 0
aparecimento de cancer de testiculo e 6rgaos sexuais disformes (WAISMANN,
2002). Em relacdo as mulheres: o aparecimento de cancer de mama e nos
orgdos reprodutivos; doenca fibroquistica da mama; sindrome do ovario

policistico; endometriose; miomas uterinos (CRAIN et al., 2008).

Enquanto fetos e embrides, cujo desenvolvimento esta controlado em
grande parte pelo sistema enddcrino, parecem particularmente sensiveis a
exposicdo aos desreguladores enddcrinos. Sabe-se que as fémeas transmitem
substancias quimicas a sua descendéncia durante a gestacdo e ainda,
posteriormente, durante a amamentacdo (CRAIN et al., 2008). Como
consequéncia da exposicdo, a prole acaba apresentando problemas de saude
e alteracdes na capacidade reprodutiva (WAISMANN, 2002; NORDKAP et al.,
2011).

2.2.2.2 Mutacéao e cancer

Agentes fisicos e quimicos sdo utilizados em larga escala e langados no
ambiente na forma de dejetos industriais, domésticos e agricolas. Em
particular, um dos maiores problemas relacionados aos agrotéxicos, na saude
publica, € a contaminagdo dos alimentos, com residuos de praguicidas, e da
agua, o que leva a um efeito em cascata, isto €, a degradacdo ambiental e

COmo consequéncia prejuizos a saude humana.

A mutagénese ambiental, isto é, qualquer alteracdo permanente no
DNA, alcancou uma atencao mais ampla quando a sua pesquisa tornou-se um
assunto altamente relevante, com a publicacdo da revista Mutation Research,
em 1964; e quando o0s geneticistas que trabalhavam com os efeitos da
radiacdo ionizante e de agentes quimicos fundaram, em 1969, a Sociedade
Americana de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental, além de
outras Sociedades espalhadas pelo mundo (RIBEIRO et al., 2003).
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Assim, ensaios de toxicologia genética passaram a ter destaque, pois
tém por finalidade identificar e avaliar a acdo de agentes tdxicos que sao
capazes de interagir com o material genético dos seres vivos. O entendimento
das propriedades fisicas e quimicas dos compostos quimicos, bem como de
seus efeitos sobre as células, constituem importantes informacdes para se
avaliar o comprometimento hereditario deletério ou a potencialidade letal que
um determinado produto exerce sobre os organismos (ARNAIZ, 1995).

No inicio do século XX, surgiram o0s primeiros estudos sobre os
processos pelos quais as células sofrem mutacéo, sejam espontaneamente ou
pela acdo de agentes ambientais. A importancia desses eventos para a saude
e bem-estar da espécie humana tornou-se evidente com a descoberta de que
danos genéticos podiam ser induzidos por raios-X e radiacdo ultravioleta
(RIBEIRO, 2003).

Os resultados dessas pesquisas coincidiram com uma época na qual a
comunidade cientifica procurava entender quais grupos de agentes, presentes
no ambiente, poderiam causar danos genéticos, e se essas alteracfes
poderiam, eventualmente, causar efeitos adversos a salde humana. Nessa
mesma época, comecaram a se discutir as relagbes entre mutagenos e
carcinégenos, bem como os efeitos mutagénicos em células germinativas.
Segundo Ribeiro (2003), para entender esses desafios comecaram a ser
desenvolvidos 0s ensaios toxicogenéticos, desde os mais simples até os mais

sofisticados.

Mesmo sendo obrigatoria a avaliacdo do impacto que essas substancias
podem causar no ecossistema, elas continuam sendo liberadas, muitas vezes
sem se tomar os cuidados necessarios. Como consequéncia, esses compostos
podem ocasionar efeitos nocivos ao ambiente atingindo o préprio homem que

0s produziu e os liberou.

Mesmo com os esfor¢cos empregados na identificacdo das substancias
e/ou dos produtos toxicos liberados no ambiente, é praticamente impossivel
evitar o contato dos seres vivos com esses xenobidticos. No entanto, é possivel

buscar controlar doses, concentracbes e exposicoes, dependendo do
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conhecimento do perigo que cada agente representa (AZEVEDO & CHASIN,
2003).

O impacto toxico sofrido pelos rios que recebem descargas toxicas é
determinado pelo tipo e concentracdo dos agentes introduzidos, a duracdo do
lancamento, o tipo de exposicdo, a capacidade do ecossistema para resistir a
estas mudancas, o tempo necessario para o retorno ao estado de equilibrio,
apos remocao do composto, e a localizacdo do ecossistema em relacdo ao
local de deposicao da substancia (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2011).

A presenca de poluentes no corpo hidrico além de afetar os
organismos que o0 habitam, pode também repercutir em organismos nao
aquaticos via cadeia alimentar ou simplesmente como resultado da ingestédo de
agua contaminada (GAUTHIER et al., 2004).

Quando a contaminacdo do ambiente por agentes tOxicos ocorre em
altas concentracdes, ela pode ser facilmente detectada devido ao efeito
imediato, permitindo controle rapido da fonte emissora. Em contrapartida, as
substancias toxicas que atuam de forma cronica, isto €, presentes
constantemente em baixas concentracfes, podem influenciar negativamente
sobre os seres vivos, reduzindo sua sobrevivéncia, influenciando na sua

reproducao ou mesmo alterando o material genético das células.

Na maioria das vezes os efeitos decorrentes da exposicdo de
praguicidas podem vir a ser detectados depois de muitos anos, dificultando a
associacdo com 0s agentes causadores e permitindo uma exposicao por
longos prazos (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

Todos 0s organismos vivos estdo em interagdo com o0 meio ambiente.
Desta forma, o seu genoma fica exposto as interferéncias sofridas por esse
meio. A interacdo entre o meio e 0 organismo resulta em modificacbes que,
quando positivas, afetam na adaptacdo do organismo quanto a melhor
exploracdo desse meio, 0 que decorre, inclusive, na propria modificagdo do

ambiente pelo organismo (MINISSI & LOMBI, 1997).
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Segundo Dixon & Wilson (2000), a poluicéo pode influir sobre o material
genético dos seres vivos exercendo pressao seletiva sobre a estrutura genética
das populacdes ou desencadeando mudancas amplas e ndo programadas no
DNA.

Se em resposta a uma determinada exposicdo o DNA da célula for
lesado, podem existir diferentes possibilidades de lesdo, tais como: morte por
citotoxicidade ou apoptose, alteragdo da expresséo génica e reparo do material
genético. O reparo pode ser eficiente e a célula volta a ser como antes da
exposicao ao agente toxico ou o reparo € ineficiente, quando ocorre a mutacao.
Normalmente, é a combinacéo destes fatores que compde a resposta a danos
genéticos (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

As lesbes no DNA podem, numa baixa frequéncia, ocorrer
espontaneamente ou serem induzidas por agentes fisicos, como a radiacdo
ultravioleta e a radiacdo ionizante, e ainda, por agentes quimicos do meio
ambiente, tais como os subprodutos da queima de combustiveis fésseis ou
residuos de agrotéxicos presentes nos alimentos ou aguas contaminadas.
Estas alteracGes na estrutura do DNA sédo prejudiciais as células, pois podem
prejudicar processos vitais, como a duplicacdo do DNA e a transcricdo génica.
Elas também podem causar mutacbes e aberracdes cromossdmicas,
fendbmenos estes que levariam a um desenvolvimento de uma morte celular ou

a Processos cancerosos.

Por causarem lesdes no material genético (DNA) ou nos cromossomos,
e potencialmente gerarem tumores em seres Vivos, esses agentes sao
conhecidos como genotdxicos ou carcinogénicos. As mutacdes relevantes para
a iniciacao da carcinogénese sdo aquelas que ndo matam a célula e que, além
disso, levam a ativacdo e/ou hiperexpressdo de produtos de oncogenes e a
inativagcdo ou perda de produtos de genes supressores de tumores. Essas
mutacOes podem propagar-se pelo organismo em crescimento, caracterizando
uma mutacdo somatica, acarretando maior prejuizo no proprio individuo; ou
podem transmitir-se as geracdes posteriores, se células atingidas forem células

germinativas primordiais, que originardo os gametas do individuo (LARINI,
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1999). Nos adultos, se as mutagBes atingirem células em divisdo, podem

causar tumores e outras lesdes degenerativas.

A presenca de produtos quimicos carcin6genos no meio ambiente tem
aumentado gradativamente, por causa das atividades humanas em geral, pela
gueima de combustiveis fosseis e pelos residuos de praguicidas. Segundo
Gomes-Carneiro e colaboradores (1997), o termo carcinogénico significa
literalmente o que d& origem a neoplasias epiteliais, ou seja, carcinomas. Na
pratica, o termo carcinogénico é usado para apontar indutores de neoplasias.
Em sentido mais amplo o termo inclui ainda tanto os iniciadores, quanto
promotores da carcinogénese. Ou seja, qualquer agente quimico capaz de
atuar em uma das etapas do cancer (GOMES-CARNEIRO et al.,, 1997). A

Figura 2 mostra as multiplas etapas da carcinogénese.

1. Célula normal 2. Mutagao 3. Promogao 4. Progressao

Figura 2. Mdltiplas etapas do processo de desenvolvimento do cancer, desde a
célula normal até o aparecimento do cancer clinico. [Adaptado de
HARRIS, 1991; RIBEIRO, 2003].

A primeira etapa do processo de carcinogenese € a inducédo (mutacéo),
onde células normais sdo induzidas, por acdo de substancias genotdxicas, a
modificacdo subita do material genético. Essa modificacdo € considerada
fenbmeno irreversivel, pois héa interacdo e incorporacdo de fragmentos da
molécula do carcinogeno ao DNA. Quando isso ocorre, a expressdo do
genoma da célula se modifica e essa alteracdo € transmitida da célula-mée
para as células-filhas durante o processo de divisdo da célula, ocasionando a

reproducao celular de genomas alterados.
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O conhecimento de efeitos ocasionados por agentes mutagénicos
ambientais é considerado de grande importancia, em funcdo do acumulo de
dados que sugerem que a mutagenicidade é um progndstico razoavel para o
surgimento do cancer. Assim, no inicio dos anos 80, os 6rgdos de saude
publica e as agéncias ambientais regulatérias, em Vvarios paises

industrializados, acrescentaram a mutagenicidade a lista de propriedades

toxicas a serem avaliadas (RIBEIRO et al., 2003).

A genotoxicidade esta relacionada a capacidade de um determinado
agente quimico alterar a estrutura do DNA celular, como resultado de uma ou
mais alteragbes, incluindo mutagcbes génicas, delegcbes, rearranjos
cromossOmicos e quebras simples e duplas dos cromossomos (CLAYSON et
al., 1991). Os agentes mutagénicos sédo substancias que induzem alteragbes
na sequéncia do DNA, podem acelerar ou aumentar o aparecimento de
mutacdes que estédo diretamente correlacionadas ao surgimento de neoplasias
e tumores. Alteracdes nao reparadas, ou reparadas erroneamente, originam
mutacBes de ponto e/ou cromossémicas. Apds passar por varias divisées, uma
célula poderd acumular mutacdes que, se em numero elevado, poderdo
determinar perda do controle da divisédo celular, determinando o aparecimento

do cancer.

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar
diretamente correlacionados. A mutacao € consequéncia da alteracdo subita do
DNA e esta € a fase inicial no processo pelo qual a maioria dos carcin0genos
quimicos inicia a formacdo do tumor. Nesse contexto, as aberracdes
cromossOmicas estdo intimamente relacionadas a doencas como neoplasia, na
qual se verifica uma correlagdo positiva com a frequéncia de aberracbes
cromossOmicas nos linfocitos e o desenvolvimento do cancer, e com cerca de
50% dos abortos espontaneos, os quais apresentam algum tipo de aberracao
cromossdmica (NATARAJAN, 2002).

Uma das consequéncias biolégicas da exposicdo as radiacbes
ionizantes ou aos agentes quimicos genotoxicos é a inducdo de aberracdes
cromossOmicas, que sdo consideradas importantes biomarcadores de
exposicao (NATARAJAN, 2002; OBE et al., 2002). Estas representam a parte
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visivel de um grande espectro de alteracdes no DNA, resultantes da atuacéo
de diferentes mecanismos de reparacdo das quebras nas cadeias do DNA
(OBE et al., 2002).

As quebras nas cadeias duplas do DNA sdo as lesdes primarias
fundamentais para a formacdo de aberracbes cromossémicas que podem ser
induzidas ou ocorrer espontaneamente. A reparacdo dessas lesdes em células
eucaridticas envolveram o desenvolvimento de uma variedade de tipos de
mecanismos, levando, na maioria das vezes, a reunido ndo homologa do DNA

lesado, causando aberracdes cromossomicas (PFEIFFER et al., 2000).

Os agrotoxicos parecem fazer parte desse grupo de substancias
envolvidas em uma ou mais etapas do processo de carcinogénese ambiental,
visto que podem induzir tipos de cancer por mecanismos variados como
genotoxicidade e promocdo de tumores, envolvendo mediadores hormonais,
imunologicos e a producdo de moléculas oxidantes (RODVALL et al., 2003).
Para uma série de substancias quimicas, as evidéncias cientificas relacionadas
com esses mecanismos carcinogénicos ainda requerem maiores estudos na
sua elucidacdo, entre elas os agrotoxicos (POTTI, et al., 2003). Alguns
praguicidas, como a parationa metilica, sdo considerados agentes alquilantes,
pois apresentam alta reatividade com o centro nucleofilico das células,
comportando-se como potentes carcindgenos indutores, atuando, portanto, na

etapa de iniciacao da carcinogénese.

Pela amplitude da utilizacdo dos agrotoxicos no modelo de producao de
alimentos, ha estimativas de associacao entre exposicdo e o desenvolvimento
de cancer. Nos Estados Unidos da América estima-se que anualmente ocorram
cerca de 6.000 a 10.000 casos de cancer associados com agrotoxicos. Essa
associacado esta mais bem caracterizada nos canceres de pulméo, de mama,
dos testiculos, da tiredide, da préstata, do ovario, e do sistema hematopoiético
(PIMENTEL, 1996).

No Brasil, Meyer e colaboradores (2003) mostraram uma alta taxa de
mortalidade para cancer de estbmago, esofago, laringe, cancer oral e

leucemias em agricultores expostos a agrotoxicos na regiao Serrana do Rio de
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Janeiro. Desfechos parecidos foram encontrados por Koifman e colaboradores
(2002), onde os autores descreveram resultados semelhantes em neoplasias
malignas de mama, ovéario e préstata, em amostra de grupos populacionais

expostos a agrotéxicos, no periodo de 1985 a 1990.

Por outro lado, alguns estudos que buscaram associar o uso de
agrotoxico a cancer ndo foram conclusivos. Alguns autores acreditam haver

limitacdes metodoldgicas nos estudos realizados (ACQUAVELLA et al., 1998).

Segundo Bassil et al. (2007), h4 uma grande diversidade de resultados
na associacdo de neoplasias malignas e agrotoxicos, para certos tipos de
cancer em humanos. Esta relacao ndo € tdo evidente para outros autores, pois

julgam haver caréncia de estudos com analises epidemioldgicas adequadas.

De acordo com Bedor (2008), estudar mutagenicidade e
carcinogenicidade de agrotéxicos torna-se um problema para a maioria das
instituicbes de saude publica e de pesquisa, pela insuficiéncia de modelos
sensiveis e especificos para esse fim. Uma conseqiéncia disto €, por exemplo,
gquando muitas substancias que se mostram carcinogénicas para animais e
apresentam diversos indicadores de mutagenicidade, ndo recebem a
classificagdo de carcinogénicos para humanos por falta de resultados
consistentes de estudos epidemioldgicos.

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) € uma
agéncia vinculada a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), que coordena e
realiza pesquisas sobre as causas de cancer em seres humanos e 0s
mecanismos da carcinogénese ambiental. A IARC vem realizando estudos
sobre o potencial carcinogénico frente & exposi¢cdo a agentes quimicos com a
finalidade de buscar evidéncias em modelos animais, experimentais e dados
epidemiologicos enfatizando a toxicidade e efeitos genéticos. Os agentes séo
classificados em grupos segundo 0 risco ou potencial carcinogénico para

humanos, como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Classificagdo das substancias segundo seu potencial de
carcinogénese.

Grupo 1 Agente é considerado como carcinogénico para humanos.
A O agente é provavelmente carcinogénico para humanos.
Grupo 2
B O agente é possivelmente carcinogénico para humanos.

O agente nao é classificavel segundo sua carcinogenicidade para
humanos, esta categoria é utilizada quando a evidéncia é

Grupo 3 . ; . o
P inadequada para humanos e inadequada ou limitada em animais de
experimentacéo.
Grupo 4 O agente, provavelmente, ndo é carcinogénico para humanos.

(IARC, 1998)

A IARC possui um sistema de classificagdo dos compostos carcin6genos
para humanos que utiliza desde os ensaios toxicoldgicos in vitro, in vivo, dados
clinicos até os epidemioldgicos. No entanto, os dados fornecidos por estudos
epidemioldgicos sao extremamente falhos, visto que as informacdes dependem
de servicos de saude eficientes e sistemas de informacdo organizados e
informatizados. Os trabalhadores rurais sao assistidos de forma ineficiente,
acarretando dificuldade de se obter dados reais sobre a situacdo de saude e

exposicao dessas populacdes a agrotéxicos (BEDOR, 2008).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) investigou, até o
ano de 2002, o potencial carcinogénico de uma grande variedade de
inseticidas, fungicidas, herbicidas e outros compostos similares, verificando a
atividade carcinogénica para 56 agrotdxicos. Produtos quimicos, como 0S
herbicidas fenoxi-acidos, acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), lindane,
metoxiclor, toxafene e muitos organofosforados, foram associados ao
aparecimento de cancer em estudos realizados com seres humanos. Existem
ainda estudos que relacionam a exposicdo aos agrotdoxicos com o0
aparecimento de ma-formacéo congénita. Estes estudos, que correlacionam a
incidéncia das ma-formacbes com a exposicdo dos pais aos agrotdxicos, tém
fornecido informacdes muitas vezes conflitantes e/ou nao conclusivas (ROJAS
et al., 2000).
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A IARC faz revisbes periédicas sobre diversas substancias
carcinogénicas para atualizagdo da lista e de sua classificacdo. Na revisao
realizada em 1991 foi analisado o potencial carcinogénico de 56 agrotéxicos,
no qual se concluiu que néo era possivel classificar o risco carcinogénico para
humanos em 35 dos compostos testados, e outros 16 foram considerados
como provaveis ou possiveis carcinégenos ao homem. Apenas o0 arsénio e 0s
compostos arseniacais apresentaram evidéncias suficientes para concluir que

essas substancias séao carcinogénicas em humanos (RITTER, 1997).

Segundo Bedor (2008), ha um enorme paradoxo nesta situacdo, uma
vez que a diversidade de substancias em uso na agricultura € muito superior ao
namero de substancias analisadas pela IARC em suas revisdes. As andlises
que visam indicar situacfes de risco para humanos no desenvolvimento do
cancer decorrente de exposicdo aos agrotoxicos apresentam varios elos de
fragilidade, pois ndo levam em consideracédo as interagbes entre 0s agentes
quimicos, sendo as substancias subestimadas em relacdo ao seu potencial
carcinogénico, colocando o0s seres vivos em uma situacdo de total

vulnerabilidade.

Uma enormidade de novos quimicos sintéticos € produzida em larga
escala. Ao mesmo tempo, a IARC utiliza um procedimento extremamente
rigoroso para classificar uma determinada substancia como carcinogénica para
humanos. Nesse contexto, segundo Bedor (2008), os sistemas de vigilancia
sanitaria dos paises em desenvolvimento, onde ha maior vulnerabilidade para a
exposicdo a substancias toxicas sem o devido controle, sdo permissivos e/ou
nao apresentam legislacdes restritivas e ainda sofrem pressdes de grupos
econdmicos, 0 que gera um ambiente de exposicdo a substancias quimicas
“‘muito perigosas” e com resultados bastante negativos para a saude e o

ambiente.

Segundo Bolognesi e Morasso (2000), residuos de agrotoxicos
presentes nos vegetais e na agua potavel possuem um grande potencial de
causar efeitos, em longo prazo, como o cancer. Os praguicidas organoclorados
e boa parte dos organofosforados sdo considerados substancias quimicas

potencialmente mutagénicas. Isso ocorre devido a capacidade de seu principio
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ativo ou dos subprodutos e contaminantes presentes nas formulacfes, de
induzir mutacdo génica, alteracbes cromossbmicas ou danos no DNA
(BOLOGNESI & MERLO, 1989).

Em um estudo onde se investigou o indice de aberracdes
cromossOmicas, foram avaliados 52 agricultores ndo fumantes que
trabalhavam com algodé&o expostos a praguicidas (principalmente inseticidas) e
comparados com 25 homens ndo expostos (grupo controle). Os inseticidas
mencionados incluiam o malathion, a parationa metilica, dimethoate, DDT e
fenvalerate. O estudo revelou que a prevaléncia de aberracdes cromossoémicas
foi significativamente maior no grupo de trabalhadores (RAINBIRD et al., 1995),
indicando que tais inseticidas possuem, quando juntos, potencial de

carcinogenicidade aumentado, quando comparado ao grupo ndo exposto.

Em outra revisdo, Cocco (2002) apresentou evidéncias cientificas da
associacao entre a exposicao a praguicidas e o cancer no sistema enddcrino,
revelando resultados discordantes quanto a mutagenicidade produzida por
biocidas, que foi atribuida a diversidade de modelos utilizados nos estudos.
Porém, com recomendas, pelo préprio autor, que 0os mesmos deveriam ser
levados em conta nas a¢des de vigilancia da saude e tomando por base o

principio da precaucéo, deveriam sofrer restricdo e cuidados de seguranca.

2.2.3 Ensaios utilizados para avaliacdo dos efeitos biologicos

Para avaliar o risco potencial de compostos quimicos a biota é
necessario a realizacdo de ensaios biolégicos que permitem prever efeitos de
xenobidticos que ndo séo facilmente detectados por analises fisico-quimicas.
Logo, os ensaios biolégicos que avaliam a seguranca de um micropoluente sdo
essenciais para caracterizacdo do efeito perturbador do mesmo.
Historicamente, estes ensaios foram por muitos anos realizados em animais,
ditos ensaios in vivo. No entanto, com a modernizacdo de técnicas
laboratoriais, parte destes ensaios sdo bem substituidos por técnicas que

utilizam os ensaios in vitro.
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2.2.3.1 Alteracbes naregulacdo hormonal

Segundo Bila & Dezotti (2007), a necessidade de se conhecer os efeitos
potenciais dos desreguladores enddcrinos tem conduzido a uma demanda por
meétodos de ensaios in vitro e in vivo para identificar os efeitos biolégicos de
uma grande variedade de substancias naturais e sintéticas que sdo lancados

no meio ambiente.

Os ensaios in vivo sdo aqueles que tém como critério de resposta as
alteracOes percebidas em organismos que foram previamente expostos ao
agente quimico com possivel efeito sobre a regulacdo hormonal. Os efeitos
observados vao desde alteracdes do nivel de horménios, como os da tiredide,
supra-renal e os sexuais, mas também alteracbes sobre o desenvolvimento
anormal de espécies vivas, em organismos aquaticos ou até mesmo
mamiferos, onde sao observados parametros como, por exemplo, peso de
orgaos sexuais, diferenciacdo celular, expressdo de proteinas e atividades
enzimaticas (GRAY et al., 1997; BAKER, 2001).

Um tema bastante discutido € a interacdo direta destes desreguladores
enddcrinos com os receptores dos hormoénios esterdides que parecem interferir
nas regulacées hormonais, causando alteracbes na capacidade reprodutiva,
infertilidade, endometriose e diversos tipos de cancer (GAIDO et al., 1997).
Neste contexto, iniumeros ensaios in vitro estdo sendo desenvolvidos e
utilizados para avaliar a interacdo de possiveis compostos desreguladores

enddcrinos com seu receptor especifico.

Os ensaios in vitro baseiam-se em mecanismos de ac¢ao que elucidam
respostas e utilizam a interacdo com receptores hormonais e a proliferacéo de
células, entre outros mecanismos, para analisar a atividade estrogénica de

substancias quimicas (BILA, 2005).

Segundo Wu e colaboradores (2002), os ensaios fundamentados no uso
de levedura geneticamente modificada sdo promissores devido a sua

simplicidade molecular e biolégica, facil manipulagcdo e baixo custo. Estes
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ensaios constituem ferramenta muito Gtil para investigar a funcédo do receptor

hormonal de mamiferos isoladamente (GAIDO et al., 1997).

2.2.3.2 Ensaio YES

O estradiol estd diretamente relacionado com o crescimento e
desenvolvimento da mulher e do homem. Esse hormdnio € responsavel pela
regulacdo no ciclo reprodutivo (menstruacéo e gravidez) e interfere em muitas
outras regulacdes no corpo humano tais como, pele, cérebro e 6rgaos sexuais.
Habitualmente, o estradiol é utilizado como padrdo em ensaios de atividade
estrogénica. Desta forma, o 17-B estradiol € usado como controle positivo em
ensaio in vitro, para avaliar a atividade estrogénica das substancias quimicas

simples ou amostras complexas (BILA, 2005).

O ensaio YES (recombinant yeast estrogenic system) € um ensaio em
qgue a levedura Saccharomyces cerevisiae contendo REh (receptor estrogénico
humano) é usada para identificar substancias estrogénicas pela interacdo com
0 receptor e para identificar tanto a atividade hormonal agonista como
antagonista de substancias quimicas (ROUTLEDGE & SUMPTER,1996). Um
esquema do sistema de expressdo do estrogénio na levedura Saccharomyces

cerevisiae € apresentado na Figura 3.

No presente estudo, o potencial estrogénico da parationa metilica (PM)
foi determinado pelo ensaio in vitro YES, realizado segundo metodologia
desenvolvida por Routledge e Sumpter (1996) na qual sdo utilizadas cepas
geneticamentesm modificadas da levedura Saccharomyces cerevisiae,
desenvolvida pelo Departamento de Genética da Glaxo, com o intuito de
identificar substancias que podem interagir com 0 receptor de estrogénio
humano (ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996). Este ensaio permite a
identificacdo de substancias que sdo capazes de mimetizar a atividade do
estrogénio pela interagdo com o sitio receptor de estrogénio, presente na

levedura, e dessa forma elucidar uma resposta estrogénica.
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(1) O gene receptor de estrogénio humano foi integrado no genoma da levedura, (2) o receptor se liga a um composto
com atividade estrogénica (CAE) presente no meio, (3) ativagdo do receptor ao ligante causa expressao do gene
receptor da lac-Z (4) o qual produz a enzima (-galactosidase. (5) Esta enzima é excretada no meio e metaboliza o
substrato cromogénico CPRG (amarelo) em um produto vermelho, que pode ser medido pela absorbancia a 540 nm
(Adaptado de ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996; BILA, 2005).

Figura 3. Esquema do sistema de expressdo do estrogénio induzivel na
levedura Saccharomyces cerevisiae.

O gene integrado a levedura codifica o receptor de estrogénio humano.
A ligacdo do estrogénio ao receptor causa expressao do gene receptor da
lacZ— ativando sua expressdo na sintese da enzima [(-galactosidase. Esta
enzima € secretada no meio, onde interage com o substrato cromogénico
CPRG (clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosida), fazendo com que este
(inicialmente amarelo) se transforme em um produto vermelho, que pode ser
medido por absorbancia (ROUTLEDGE & SUMPTER, 1996).

A producdo de B-galactosidase no meio depende da quantidade de
substancia com potencial estrogénico. Por isso, a medida da absorvancia pela
espectrofotometria permite estimar a quantidade de substancia estrogénica no
meio de analise. Em funcdo da mudanca de cor, pode-se dizer se 0 composto

analisado possui ou ndo resposta estrogénica.
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2.2.3.2 Avaliagdo da genotoxicidade

Ensaios in vitro e in vivo de genotoxicidade, tais como os testes de
mutagenicidade em cepas de Salmonella typhimurium, conhecido por Teste de
Ames; ensaios de aberragcdes cromossémicas, como ensaios citogenéticos,
onde sdo avaliados efeitos sobre a constituicdo genética das células, como
micronucleos em células de camundongos e de hamster chinés; teste letal
dominante, com avaliagdo de alteracbes genéticas em gametas que
determinam a morte do embrido no inicio de seu desenvolvimento (RIBEIRO,
2003).

A PM ¢é relatada como agente com propriedades alquilantes
(IPCS,1993). No entanto, os resultados dos ensaios de mutagenicidade tém
sido conflitantes sobre seu potencial genotdxico. Os resultados da maioria dos
estudos de mutagenicidade in vitro com células bacterianas e de mamiferos
foram positivos, enquanto que estudos com ensaios in vivo tém produzido
resultados ambiguos (PETIT et al., 1997, RASHID & MUMMA, 1984;
TRIPATHY et al., 1987) .

2.2.3.2.1 Ensaio de Micronucleo

O teste do micronudcleo, desenvolvido originalmente para mamiferos
(micronlcleos em camundongos, em células de ovarios de hamster chinés -
CHO), pode ser aplicado em uma ampla variedade de organismos, inclusive
em plantas, como as espécies Allium cepa (cebola) e Tradescantia pallida
(erva-da-fortuna) (HEDDLE, 1993).

O ensaio do micronucleo é um dos testes mais habitualmente usados
para avaliar o potencial genotoxico de substancias, correspondendo a analise
da frequéncia de Micronucleos (MN), que avalia tanto quebras cromossémicas
como disfun¢des na mitose (FENECH, 2000). Hayashi et al. (1998) descrevem

o teste do micronlcleo como uma técnica vantajosa, pelo fato de poder ser
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usada em qualquer populacdo celular em proliferacdo, sem que seja

necessario o conhecimento prévio do cariétipo do organismo teste utilizado.

Este ensaio é empregado principalmente em testes in vivo, nos quais
podem ser utilizados vegetais ou animais como peixes (GRISOLIA &
STARLING, 2001), expostos diretamente as amostras de agua testadas. Ainda
referente ao nivel cromossémico, o teste de Deteccdo de Aberracdes
Cromossomicas é capaz de identificar alteragdes no numero e na estrutura dos

cromossomaos.

A mitose € o processo de divisdo do nucleo da célula eucariotica em que
ocorre a condensacao do DNA em dois conjuntos cromossdmicos visiveis. A
mitose pode ser dividida esquematicamente em quatro fases: profase,

metafase, anafase e tel6fase, conforme apresentado na Figura 4.

Célula interfasica

Fim da mitosq

/ Teldfase

— Anafase

Profase Metafase

Figura 4. Esquema adaptado de Guerra (1988) mostrando as fases da mitose,

desde o inicio (préfase) até o fim (tel6fase).

No inicio da préfase, a cromatina condensa-se e encurta-se até o0s
cromossomos tornarem-se visiveis. Uma vez ocorrida a replicagdo do DNA

durante a interfase, cada cromossomo na profase consiste de um par de
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moléculas idénticas de DNA em dupla hélice, chamadas de cromatides. Cada
par de cromatides € unido pelo centrdmero. Ainda na profase ocorre o
desaparecimento dos nucléolos e o envoltério nuclear se desintegra sendo
absorvido no citosol (NUSSBAUM, 2002).

Nesta fase cada um dos centrossomos e seus centriolos se movem para
extremidades opostas da célula. A medida que eles se deslocam, os
centrossomos iniciam a formacéo do fuso mitético. O fuso é um local de fixagédo
dos cromossomos e € fundamental para a distribuicdo dos cromossomos para
polos opostos da célula. Nesta fase os cromossomos ainda ndo estdo presos
ao fuso mitético (GUERRA, 1988).

Durante a metafase, os centrbmeros dos pares das cromatides se
alinham exatamente no centro do fuso mitético, formando o que se chama de
plano equatorial. Durante esta fase os cromossomos sdo mais facilmente
observados porque encontram-se alinhados e concentrados, facilitando a
observacéo individual (GUERRA, 1988; SUMNER, 1990).

Ja a anéafase é caracterizada pela quebra e separacéo dos centrbmeros,
e pelo movimento das duas cromatides irmas de cada par em direcdo a polos
opostos da célula. Uma vez separadas, as cromatides irmas sao chamadas de
cromossomos filhos. A separacdo dos cromossomos anafasicos ocorre pelo
encurtamento das fibras do fuso. Na medida que estes cromossomos se
movem durante a anafase, eles aparecem em forma de V, jA que o0s
centrbmeros movem-se a frente e parecem puxar as partes dos Cromossomos

que ficam para tras em direcéo a poélos opostos da célula (GUERRA, 1988).

O estégio final, que é a tel6fase, inicia-se quando a movimentacdo dos
cromossomos cessa. Durante a teléfase, o0s conjuntos cromossémicos
idénticos, presentes nos polos opostos da célula, desespiralizam-se e retornam
ao aspecto filiforme da cromatina. Os microtubulos desaparecem e um novo
envoltério nuclear € formado ao redor de cada massa de cromatina; novos
nucléolos reaparecem nos nucleos filhos e eventualmente o fuso mitético se

desintegra. Durante a tel6fase os cromossomos se apresentam fortemente
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condensados e agregados, formando nucleos densos onde ndo mais € possivel

a observacéo de cromossomos individuais (SUMNER, 1990).

Heddle et al. (1983) definem micronucleos como estruturas resultantes
de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossémicos que se perdem na
divisdo celular e, por isso, ndo séo incluidas nos nucleos das células-filhas,
permanecem no citoplasma das células interfasicas. Na teléfase, essas
estruturas séo incluidas nas células-filhas e podem fundir-se com o nucleo
principal ou formar um ou mais “nucleos” secundarios menores no citoplasma —
0s micronucleos. Refletem, portanto, a ocorréncia tanto de danos estruturais
qguanto de aneuploidia que permitem, conseqientemente, detectar a acédo de
agentes clastogénicos e/ou aneugénicos.

Desta forma, a deteccédo de microndcleos representa perda de cromatina
em consequéncia de dano cromossdémico estrutural ou no aparelho mitético
(FENECH, 2000; BONASSI & AU, 2002), sendo considerados como mutagdes
que sdo transmitidas as células, pois o0 dano genético se manifesta nas células
filhas. E importante ressaltar que os MN sio formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os
danos causados no DNA, por exemplo, pela exposicdo a agentes mutagénicos,
somente sdo expressos em MN apdés um ciclo de divisdo celular, sendo
dependentes da proporcdo de células que estdo se dividindo.
Consequentemente, a comparacao da frequéncia de MN entre popula¢cbes de
células em divisdo so6 seria segura quando a cinética de divisdo nuclear apés o

dano ao DNA fosse idéntica.

Um aumento da freqiéncia de células micronucleadas é um biomarcador
de efeitos genotdxicos, que pode refletir a exposicdo a agentes clastogénicos
ou aneugénicos (ALBERTINI et al., 2000). Com isso, o teste de micronucleo em
células é de extrema relevancia para a toxicologia genética e ambiental, tendo
em vista que detecta mutagbes cromossémicas, podendo ser considerado
como marcador precoce para a carcinogénese, considerando que este tipo de
dano é encontrado em células de pacientes com cancer (BONASSI et al., 2003;
BONASSI et al., 2007).
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Para a realizacdo do teste de microndcleo, podem ser empregados
diferentes tipos de células, como as vegetais, humanas e de outros mamiferos,
desde que sejam células capazes de se dividir ou que seja possivel induzir a
divisdo; e que este processo seja conhecido e passivel de controle (FENECH,
2000).

O MN abriga fragmentos cromossémicos resultantes de quebra do DNA
ou replicacdo sobre o molde de DNA danificado ou ainda de inibicdo da sintese
de DNA (ALBERTINI et al., 2000), como pode ser observado na Figura 5.

Metafase

Célula com perda
Anafase cromossomica

Celula normal

Figura 5. Esquema de formag¢do de micronucleo durante a mitose. N
indica células normais e MN indica presenc¢a de micronucleo.
[Adaptado de Al-Sabti & Metkalfe1995].

Minissi e colaboradores (1996) utilizaram o teste do microndcleo em
Barbus plebejus para trabalhos de monitoramento in situ de dois rios italianos,
caracterizados por diferentes niveis de poluicdo por compostos quimicos. Os
autores verificaram que a frequéncia de microndcleos parecia estar fortemente
relacionada com a qualidade da agua, mostrando assim uma resposta

adequada para ser usada como teste de biomonitoramento ambiental.

Das & Nanda (1986) constataram que muitos agentes clastogénicos e
mutagénicos, tais como o0 benzopireno e a mitomicina C, induzem a formacao
de microndcleos. Segundo Ateeq et al. (2002), o aumento da frequéncia de

micronucleos e de células alteradas foi significativo quando eritrécitos do peixe-
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gato (Clarias batrachus) foram analisados apés a exposicao aos herbicidas 2,4-
D e butacloro. Houve uma positiva relagdo de dose-resposta em todas as
exposicdes aos dois herbicidas e em todos os tempos de exposicéo testados.

2.2.3.2.2 Ensaios de aberracbes cromossdmicas usando plantas

O uso de plantas superiores para monitorar a presenca de compostos
toxicos no ambiente aquético, através de bioensaios, tem sido empregado com
éxito desde meados do ultimo século. As plantas sdo os receptores biolégicos
diretos dos pesticidas aplicados no campo, por isso ndo surpreende a atencéo
devotada aos estudos de toxicologia genética de pesticidas em plantas. Em
uma extensa revisdo sobre genotoxicidade de pesticidas em plantas
superiores, Sharma & Panneerselvan (1990) listaram um total de 178
ingredientes ativos testados em pelo menos 31 espécies vegetais diferentes,
empregando uma variedade de Orgdos e parametros genéticos, onde
aproximadamente 30% dos compostos foram considerados genotdxicos.

Os vegetais superiores sdo reconhecidos como excelentes indicadores
de efeitos mutagénicos por responderem, eficientemente, as substancias
quimicas ambientais. Comparacdes entre sistemas testes vegetais e nao
vegetais mostraram, segundo Grant (1994), que os testes que usam vegetais
superiores tém uma alta sensibilidade, pois produzem poucos resultados

falsos.

Por serem receptores biolégicos diretos de agrotoxicos, 0s vegetais
constituem também um excelente material para testes genéticos e de
monitoramento destes contaminantes (MA et al., 1995). Segundo Ma (1979),
testes com plantas s@o apropriados para realizacdo de estudos de mutagénese
em curto periodo de tempo, tanto em laborat6rios como no biomonitoramento in
situ. Andlises de mutagenicidade em plantas sdo importantes para a
investigacdo das consequéncias prejudiciais da poluicdo a saude humana,
principalmente em paises e regides que passaram por um rapido
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desenvolvimento e que apresentam um aumento na carga poluidora ambiental,

devido a urbanizacéo e industrializagéo.

Alguns dos ensaios realizados, com vegetais como Vicia faba, Allium
cepa e Tradescantia pallida, utilizados inicialmente em estudos que
investigavam sobre os efeitos mutagénicos de radiacdes ionizantes e
mutdgenos quimicos, sdo hoje empregados para se avaliar a
mutagenicidade/clastogenicidade de poluentes ambientais. Estudos realizados
por Grover & Kaur (1999) mostraram gue 0S ensaios em vegetais apresentam
alta sensibilidade a poluentes ambientais, sendo estes organismos de alta

sensibilidade a grande nimero de compostos.

Geralmente, muitas substancias que poluem &agua, ar e solo podem
potencialmente exercer algum efeito mutagénico/clastogénico sobre os seres
vivos, o qual pode ser delimitado por métodos biolégicos. Assim, para
identificar a toxicidade crbnica induzida por baixas concentracdes desses
agentes na agua, € preciso escolher a ferramenta de monitoramento mais
adequada. Nesse sentido, bioensaios com plantas sdo muito Uteis, pois tem a
capacidade de detectar baixo nivel de clastogenicidade, tanto em periodos

curtos de exposicao in situ quanto em condi¢des experimentais (FANG, 1981).

A utilizacdo de plantas como bioindicadores da qualidade da agua, ar e
solo, com vistas ao prognéstico de riscos a saude humana, apresenta uma
série de vantagens. De acordo com Constantin & Owens (1982), as plantas
superiores Sao organismos eucarioticos cuja complexidade genética (em
termos de quantidade total de DNA por nucleo, genes estruturais, organelas,
morfologia cromossémica) é similar a do homem; sdo multicelulares com
complexa estrutura orgénica; e possuem desenvolvimento embrionario e

hereditariedade celular.

Dessa forma, o uso de bioindicadores vegetais de genotoxicidade
representa uma alternativa simples, eficiente, rapida e de baixo custo para
avaliar o potencial genotoxico de agentes contaminantes ambientais,
permitindo inclusive a difusdo de técnicas de biomonitoramento in situ e testes

in vivo em locais que disponham de condi¢Bes basicas de investigacdo. Além
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disto, os bioensaios com vegetais permitem avaliar a genotoxicidade de
substancias quimicas a misturas complexas, o que € de suma importancia na
avaliacdo da poluicdo ambiental (GRANT, 1982), pois plantas sao excelentes
indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos de contaminantes quimicos

ambientais.

Por meio desses sistemas vegetais podem ser realizados ensaios de
aberracdes cromossomicas e testes citogenéticos (RANK et al., 2002). Esses
organismos-teste tém sido validados em estudos de colaboracéo internacional
como "World Health Organization” (WHO) e "US Environmental Protection
Agency" (USEPA), que provaram a eficiéncia destes organismos para o
monitoramento de mutagenicidade causada por poluentes ambientais (GRANT,
1999).

A manutencao de plantas é de facil execucdo, acesso e custo, quando
comparada a criagdo e manutengdo de animais. As mesmas possuem ciclos de
vida curtos, podendo ser empregadas em curto periodo. Outra caracteristica
interessante € que além de ensaios in vitro também podem ser utilizadas em
ensaios in vivo e ainda apresentam baixa ocorréncia de resultados falso-
negativos, sendo, por exemplo, apropriadas para avaliacbes de risco a
exposicdo a agentes mutagénicos quimicos e fisicos (CONSTANTIN &
OWENS, 1982; LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Com o objetivo de gerar conhecimentos sobre a avaliacdo do potencial
genotoxico de substancias e avaliar os riscos das mesmas aos organismos
Vivos, 0 interesse por plantas tem sido fortalecido junto a comunidade cientifica,
pois proporcionam mais conhecimento da genotoxicidade e especialmente das
aberracfes mitdticas em eucariontes. Fiskesjo e Levan, em 1994, ressaltam
sobre a importancia e a utilidade de vegetais na avaliacdo de riscos. Embora
haja diferengas entre os metabolismos de plantas e animais, ha também

similaridades, tais como o importante sistema de oxidase.

A Tradescantia, género da familia Commelinaceae, geralmente chamada

de erva-da-fortuna (Figura 6) € uma planta herbacea que se encontra
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amplamente distribuida em todo o mundo, crescendo em campos de regides

subtropicais ou em estufas.

O ensaio biolégico com Tradescantia pode ser usado para
monitoramento in situ e ainda em ensaios que avaliam o potencial de agentes
mutagénicos no ar e na agua. Estudos prévios sobre a atividade mutagénica de
compostos quimicos e agentes fisicos utilizaram varias espécies e clones do
género Tradescantia. Essa planta € muitas vezes eleita para estudos de
mutagenicidade por apresentar uma série de caracteristicas genéticas
favoraveis, como por exemplo, apenas seis pares de cromossomos grandes e
facilmente observaveis, bem como a presenca de células passiveis de
observacdo em quase todas as partes da planta, da raiz ao tubo polinico (MA &
GRANT, 1982).

De uma maneria em geral, a planta é de pequeno porte (algumas
espécies tém menos que 50 cm de altura), sendo um modelo favoravel para
estudos citogenéticos, pois tem a capacidade de sustentar seu estado
reprodutivo e aumentar o brotamento e as flores para suplementar a falta de luz
durante os dias curtos de inverno (MA, 1981). Na regido sudeste do Brasil, a
Tradescantia pallida é encontrada com muita facilidade em jardins de
ornamentag&o, margens de estradas e ruas, devido a sua natural resisténcia e

facil propagacéo.

Como conseqiéncia do uso intenso de Tradescantia em estudos
geneéticos, encontrou-se uma série de caracteristicas que permitem a deteccao
de agentes que afetam a estabilidade do genoma. Pelo menos quatro
caracteristicas sdo selecionadas como indicadores em bioensaios de avaliacdo
de toxicidade genética. Dois desses ensaios, 0 da mitose em ponta de raiz e 0
do tubo polinico, permitem avaliar as frequéncias de aberractes

cromossOmicas (MA, 1982).

Um terceiro ensaio, o da mutacdo para célula cor-de-rosa do pelo
estaminal, € um teste de mutacdo génica em células mitéticas que se baseia na
expressao fenotipica de um gene recessivo para a cor da flor em plantas
heterozigotas (UNDERBRINK et al.,, 1973). O quarto ensaio é um teste
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citogenético que se baseia na formacdo de micronucleos que resultam da

quebra cromossdmica nas células meidticas geradoras do polen (MA, 1979).

Figura 6. Fotografia de Traescantia. (A) planta em canteiro, (B) Flor da planta.

Em ensaios de mutagénese com plantas tém sido definido que o teste
de MN em plantas é do tipo I, pois apresentam alta sensibilidade e baixa
especificidade. Dentre os bioensaios que usam sistema vegetal, Ennever e
colaboradores (1988) destacam aqueles que sao mais utilizados para
investigacdo de MN em pélo estaminal em Tradescantia (ENNEVER et al.,
1988).

Estudos prévios demonstram que o bioensaio de MN em Tradescantia
pode ser uma ferramenta util na avaliacdo de danos gend6micos de células
expostas a poluentes atmosféricos. O numero de MN em plantas é diretamente
proporcional a altas concentragbes de poluentes urbanos, demonstrando que o

teste de MN em Tradescantia pode avaliar o potencial mutagénico (MA, 1981).

O género Allium tem sido utilizado na avaliagdo da toxicidade de
efluentes e de muitos compostos (SMAKA-KINCL et al., 1996; RANK &
NIELSEN, 1998). Os géneros Allium e Tradescantia sdo os mais utilizados em
testes de toxicidade e genotoxicidade. A espécie Allium cepa, apresentada na
Figura 7, € a primeira escolha quando se trata de monitoramento de efluentes
industriais e acumulo de metais pesados, recomendada por agéncias
internacionais de protecdo ambiental para verificacdo preliminar da toxicidade
de misturas complexas, principalmente devido as caracteristicas que possui,
tais como o crescimento rapido de suas raizes, grande niumero de células em
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divisdo, sua alta tolerancia a diferentes condicbes de cultivo, sua
disponibilidade durante todo o ano, seu facil manuseio e por possuir
cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (FISKESJO,
1985).

O uso de A. cepa em bioensaios foi originalmente introduzido por Levan,
em 1949, e a partir dai € utilizado para avaliar e classificar a toxicidade de
produtos quimicos presentes no meio ambiente (FISKESJO, 1985). Essa
espécie tem sido utilizada como material vegetal teste indicador de
mutagénese por diversos autores como: Khors et al. (1997); Smaka-Kincl et al.
(1996); Rank e Nielsen (1997); Teixeira et al. (2003); Cantagalli & Vicentini
(2003); Leme & Marin-Morales (2009); Fernandes et al., (2007); Mazzeo et al.,

(2011); Andrioli et al., (2012);

Grover et al. (1990) avaliaram os efeitos genotdxicos de pesticidas
utilizando vegetais (teste de aberragdes cromossémicas) e mamiferos (teste de
micronucleo) como organismos-teste e observaram a existéncia de uma

correlacéo significativa (91,5%) entre os dois sistemas testados.

Testes com Allium cepa sdo adequados por oferecer parametros
macroscopicos como turgescéncia, mudanca de cor, formato, textura,
espessura, comprimento da raiz e parametros microscopicos como anafases
prematuras, aderéncias cromossdmicas, pontes e fragmentacao
cromossOmica, C-mitoses e microndcleos, 0s quais sdo indicadores de

eventuais mutacdes no contetido genético celular (QUINZANI-JORDAO, 1987).

Testes bioldgicos de toxicidade e genotoxicidade séo indispensaveis
para a avaliagdo das reacdes de organismos vivos a poluicdo ambiental. O
teste de Allium, por ser um sistema eucarioto, pode conferir um maior grau de
proximidade na comparacdo com o0s provaveis efeitos causados na biota
exposta a substancias toxicas. Esse teste pode ser utilizado sem que a
amostra passe por um processo de esterilizagao, purificacdo e condensacéo,
permitindo assim que seja feita uma andlise da amostra real (RANK &
NIELSEN,1997).
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Figura 7. Fotografia de A.cepa. (A) sementes germinadas, ac’) 7 as, em
placa de Petri; (B) bulbos de cebola. [Adaptado de Lewis, C.E.]

Fernandes e colaboradores (2007), estudando o herbicida trifluralina,
perceberam que tal agente promove dano celular as células de A. cepa devido
a sua acgdo direta sobre os microtubulos, mesmo em concentracdes baixas
como 0,42 e 0,84 ppm. Essa acado leva a um descontrole na divisdo celular,
gerando células poliploides. Além disso, 0s autores provaram que a sobra de
material genético, resultado do excesso de material produzido por conta da

acdo da trifluralina, tende a ser eliminada do nucleo e formar os micronucleos.

Bianchi (2008) investigou o potencial de inducédo de danos no DNA, para
diferentes concentracfes do inseticida malation, por meio das técnicas de
aberracf6es cromossdmicas e teste do micronucleo em A. cepa e micronucleo e
ensaio cometa em células HTC (hepatoma tissue culture). Nos testes com
células meristematicas e F1 de A. cepa expostas ao malation, foram verificadas
freqUuéncias significativamente elevadas de aberragbes cromossémicas e

induc&o de micronucleo na concentracdo de 750 mg/L.

Srivastava & Mishra (2009) avaliaram os efeitos do herbicida atrazina em
células do meristema radicular de Allium cepa e Vicia faba. As concentragfes
de ensaio foram 30 mg/L para A. cepa e 35 mg/L para V. faba,
respectivamente. Os resultados mostraram que a atrazina inibiu o indice
mitético e induziu a formacdo de micronucleos e de aberracdes cromossoémicas

em 4 e em 24 h de exposicdo, sendo encontradas quebras em cromossomos e
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fragmentos. As principais aberracbes cromossomicas foram: C-metafase e
pontes cromossOmicas. Os resultados sugerem que a atrazina produzir efeitos

genotdxicos em plantas.

Tan e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos do inseticida Basudin
60EM e do fungicida Cupravit 21 (nas concentra¢des 0,3; 0,6 e 0,9% m/v) em
células meristematicas de A. cepa, bem como sua influéncia sobre a
germinagdo, comprimento das raizes, tamanho, indu¢cdo de micronucleos e
frequéncia de aberracbes cromossémicas. Os autores relatam que nas trés
concentracbes foi observado um efeito citotoxico e que das alteracGes
ocorridas durante a mitose aquelas ocorridas na anafase foram as mais
comumente observadas, como a presenca de pontes cromossomicas,

cromossomos retardatarios e multipolaridade.

2.3 PARATIONA METILICA

A parationa metilica (O,O-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato) € um
organofosforado de amplo espectro, cuja férmula quimica é CgH;oNOsPS e
quando pura (CAS # 298-00-0) pode ser encontrada na forma de pd branco
cristalino. Um resumo das principais caracteristicas da PM pode ser visualizado
no Quadro 1. Foi sintetizada pela primeira vez na década de 1940 por Schrader
e introduzida no mercado em 1949. E pouco soltvel em agua (55-60 mg/L a
25°C), no entanto bastante soltvel na maioria dos solventes organicos (IPCS,
1993). A PM é termicamente instavel e se decompde facilmente em pH acima
de 8.

No mercado internacional, a PM (methyl parathion, parathion-methyl) é
produzida e comercializada por diferentes laboratorios, possuindo uma grande
variedade de formulagcbes disponiveis (Metaphos, Quinophos, Metacid, Nitrox,
Azophos). A PM é classificada pela USEPA como pesticida de uso restrito,
pertencente a classe toxicolégica dos compostos “extremamente toxicos”
(Classe 1), podendo ser utilizada somente por aplicadores autorizados (EPA,

1986).
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No Brasil, o produto técnico da PM apresenta concentracdes variaveis
do principio ativo (450 e 600g/L). O produto comercializado é liquido, sob forma
de concentrados emulsiondveis de coloracdo castanho claro e odor
caracteristico de alho. Varios foram os compostos usados na agricultura a
base de PM: Bravik, Declare, Folidol, Folisuper, Mentox, Paracap, Paration

Metilico Pikapau, Paration Pikapau.

Mais recentemente, a lista de produtos disponiveis para comercializagéo
de acordo com o Sindicato Nacional da industria de produtos para defesa
agricola (SINDAG) para o ingrediente ativo parationa metilica sdo fornecidos
pelas empresas Cheminova, Agripec, Chemtura, DVA Agro, Fersol, FMC, Helm
e Prentiss, com nomes comerciais: Ferus ®, Folisuper 600 BR ®, Mentox 600
CE ® e Paracap 450 CS ®.

Quadro 1. Caracteristicas da parationa metilica e principais metabalitos.

Caracteristicas Principais Metabolitos
S Grupo quimico:
T organofosforado
CHgO_I?_OCHg o OH
O Aplicacédo: inseticida e CHgO_E)_OCHg,
acaricida e}
Solubilidade em agua:
55mg/L NO,
NO, Massa molecular: NO,
263.23 g
Parationa metilica (PM) N°CAS W) Metil Paraoxon 4-nitrofenol
298-00-0
(IPCS, 1993).

A PM possui uma meia-vida relativamente curta, dependendo do meio
onde se encontra. Em aguas superficiais, a PM se degrada por hidrolise,

biotransformacéo, volatilizacéo e fotdlise (ATSDR, 2001).

A principal rota de degradacdo ambiental do PM é a microbiana. A
presenca de uma variedade de micro-organismos capazes de degradar este

composto em diferentes meios influencia diretamente sua persisténcia. A PM
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também pode sofrer degradacéo oxidativa gerando o paroxon em presenca de
radiacdo ultravioleta. No entanto, a contribuicdo da fotdlise a perda total do
pesticida em um sistema aquatico foi estimada em apenas 4% (IPCS, 1993). A
hidrolise também pode ser favorecida sob condicfes alcalinas e em meios com
alta salinidade (IPCS, 1993; ATSDR, 2001).

Na agua e no ar, a PM é decomposta por diferentes vias, sendo que as
principais rotas sdo hidrolise enzimatica e fotolise, como resultado tem-se a
geracdo dos metabdlitos metil paraoxon e p-nitrofenol. O metil paroxon é o
composto mais toxico resultante da hidrélise da PM. Devido a presenca do
oxigénio, o fosforo € muito mais atacado por ions hidroxidos (ATSDR, 2001).
Apés esta biotransformacéo, o metil paraoxon é degradado em 4-nitrofenol e
dimetil fosfato. Os produtos da hidrolise da PM e do metil paraoxon sao o acido
dimetil fosforotioamidicos ou dimetil acido fosférico e p-nitrofenol (THUMA et
al., 1983). Um sumario das principais vias conhecidas de degradacdo da PM é

apresentado na figura 8.
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Figura 8. Via de degradacdo da PM em agua. [Adaptado de IPCS, 1993].
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Quando pulverizada no ar, leva cerca de trés dias para que sua
concentragdo decline drasticamente e, em nove dias, € completamente
degradada (IPCS, 1993). Os niveis em aguas de rios analisadas em laboratorio
declinaram a 80% da concentracdo inicial apds uma hora da aplicacdo e 10%
da concentracéo inicial ap6s uma semana (IPCS, 1993). J& no solo, a retencéo
€ maior do que no ar e na agua e, ainda assim, a degradacdo depende do tipo
de solo, por exemplo, em solos arenosos em que a substancia é degradada
com maior velocidade. Na superficie das plantas a meia-vida do PM pode

declinar rapidamente na ordem de poucas horas.

Animais também podem degradar e excretar a PM em curtos periodos.
No entanto, isso ocorre mais lentamente em vertebrados inferiores e
invertebrados do que em mamiferos e aves (IPCS, 1993; ATSDR, 2001). A PM,
apesar de muito utilizada, esta incluida na lista de substancias perigosas da
convencdo de Roterdd devido a alta toxicidade aguda, neurotoxicidade,
suspeita de desregulacdo enddcrina, mutagenicidade e carcinogenicidade
(ANVISA, 2008)

2.3.1 A utilizacdo da parationa metilica

A PM é usada na agricultura em diversos paises, inclusive no Brasil,
para controle de uma grande variedade de insetos. Além desse uso principal a
PM também é usada no controle de acaros. O método habitual de aplicacdo na
agricultura é atraves de pulverizacdo por aeronaves ou pulverizacao terrestre.
E aplicada, principalmente, em folhas e utilizada em uma grande variedade de
culturas, como algodéo, alho, arroz, batata, cebola, feijdo, milho, soja, trigo e
demais leguminosas, sementes de oleaginosas, cereais, raizes e tubérculos.
Além da aplicacdo na agricultura a PM € ainda aplicada em plantas de cultivo
aguatico (ATSDR, 2001).
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Segundo Vinatea-Arana (1997), em cultivos de arroz, a PM dissolvida
em agua atinge a concentracdo de 2,3 mg/L a 5 cm de profundidade. Além do
uso agricola alguns autores destacam que a PM é aplicada para eliminar larvas
de insetos aquaticos que prejudicam o crescimento de alevinos (SOSAK-
SWIDERSKA, 1998; FANTA et al., 2003).

A PM e outros organofosforados séao frequentemente utilizados em
diversas etapas na aquicultura, principalmente para controle de insetos, onde o
principal grupo alvo sdo os odonatas, conhecidos popularmente como
lavadeiras ou libélulas. As ninfas desses insetos aquaticos sdo extremamente
vorazes, e alimentam-se de outros insetos, alguns crustaceos e até pequenos
peixes (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990). Na pratica de alevinagem (cultivo
de peixes juvenis) em areas tropicais e subtropicais, devido as condicfes
ecologicas, ha favorecimento do desenvolvimento temporario dos Odonatas,

que causam grande predacdo e mortalidade de alevinos (GARADI et al., 1988).

A PM é o inseticida mais empregado na preparacdo de viveiros para
recepcao de larvas de peixe para maximizar a producao de rotiferos e ainda
para controle de predadores aquaticos (FIGUEIREDO & SENHORINI, 1990).
Este tratamento consiste em deixar 0s peixes expostos ao inseticida numa
concentracdo que varia de 0,25 a 3 mg/L (JUAREZ & ROUSE, 1983;
OPUSZYNSKY et al., 1984).

No Brasil, a portaria n° 2.914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério
da Saude, estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo, e limita como valor
maximo de 9 ug/L de PM (BRASIL, 2011).

Paises da Comunidade Européia estabeleceram como Concentragédo
Méaxima Admissivel para um praguicida encontrado isoladamente em agua
potavel o valor de 0,1 pg/L, sem, no entanto, ultrapassar 0,5 pg/L do total da
soma de todos os praguicidas. Outros paises também adotam limites
semelhantes Estados Unidos e Canada também adotaram limites semelhantes.

Enquanto que a maioria da PM irA permanecer nas areas onde foi

aplicada, algumas particulas podem se dispersar para areas mais distantes do
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local de aplicacédo através da chuva, da névoa e do vento. A PM permanece no
ambiente de poucos dias a véarios meses, em funcdo da temperatura,
luminosidade e presenca de fatores biolégicos de degradacdo como as
bactérias. A meia vida da PM em solugédo aquosa (20°C, pH 1-5) é de 175 dias
(MELNIKOV, 1971). Em aguas naturais foi observada meia vida de 8 dias no
veréo e 38 dias no inverno (ATSDR, 2001).

A degradacdo de PM em meios aquaticos, principalmente por fotélise, ja
€ bem conhecida, mas ainda ha muito para ser elucidado sobre detalhes de
todos os mecanismos envolvidos, sejam bidticos ou abioticos. Estudos sobre a
degradacdo da PM apontaram que sua meia vida em agua doce foi de 25,6 e
24,6 dias para rios e lagos, respectivamente; em solo arenoso de 11,2 dias e
argiloso de 5,6 dias (EDWARSDS & THOUNWOU, 2005).

Segundo demonstrado por Araujo (2006), a exposicado a radiacdo solar
aumentou a degradacdo de PM em solucfes de agua pura quando comparada
a amostras protegidas da luz. A adicdo de matéria organica (acido humico
sintético) parece atuar sinergicamente com a luz aumentando a degradacao de
PM em solucdes de agua pura. Mesmo em amostras protegidas da luz em
solucdo de agua livre ndo autoclavada ocorreu importante degradacédo de PM o
que pode sugerir a participacdo de micro-organismos no processo (ARAUJO,
2006).

No solo, a rota mais importante para a degradacdo ambiental da PM é a
degradacdo microbiana. A presenca de sedimentos e de uma populacéo
microbiana aumenta a taxa de degradacao da PM (IPCS, 1993).

Em um estudo utilizando dois solos em pH diferentes (pH = 6,1 e 5,5),
ambos incubados a 22°C, a PM apresentou meia vida de 12 e 22 dias,
respectivamente, sugerindo que em pH mais elevado favorece sua
metabolizacdo. A PM em aguas naturais tem a via microbiolégica como
principal fator de degradacdo. No entanto, em ambientes oligotroficos a via que
predomina € a fotodegradacéo (IPCS, 1993).
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2.3.2 Toxicidade da parationa metilica

Devido a larga utilizacao e alta toxicidade para alguns organismos, a PM
pode apresentar grande risco a saude dos homens e dos animais, mesmo
quando presente em concentracdes relativamente baixas. A PM é bastante
toxica para peixes e invertebrados tanto em ambiente marinho quanto
dulcicola, e moderadamente toxica para anfibios, podendo provocar efeitos
cronicos nestes organismos em concentragdes inferiores a 80 pg/L, incluindo
alteracbes de comportamento, reducdo do crescimento, e mortalidade indireta
(ATSDR, 2001).

A parationa metilica foi classificada pela USEPA, em 2000, como um
composto com evidéncias carcinogénicas em animais, mas nao suficiente para
avaliar seu potencial carcinogénico em humanos, ficando na atual classificagédo
da IARC no grupo 3 (Tabela 6).

Dados experimentais revelaram que a PM possui propriedades
mutagénicas, sendo capaz de induzir mutacdes genéticas, alteracdes
cromossdmicas e danos ao DNA, além de ocasionar toxicidade reprodutiva
(DEARFIELD et al.,, 1999; GARRETT et al., 1986). Em espermatozéides
humanos a PM foi capaz de diminuir a funcdo do esperma e a capacidade de
fertilizacdo (PINA-GUZMAN et al., 2006; SALAZAR-ARREDONDO et al., 2008).

Existem muitos dados na literatura sobre a toxicidade aguda da
parationa metilica para espécies aquaticas, em especial para peixes de agua
doce, justamente pelo fato dela ser o praguicida de primeira escolha para
aplicacado direta em tanques de aquicultura. Os trabalhos mostram que os
salmonideos sdo sensiveis a PM sendo o valor da CLsg em torno de 1,9 - 5,3
mg/L (IPCS, 1993).

Intermediarios como o paraoxon, presentes na formulacdo comercial, ou
formados durante a estocagem do produto por isomerizacdo térmica ou
fotoquimica, podem potencializar a toxicidade da parationa em até 10 vezes
(PELLEGRINI & SANTI, 1972 apud IPCS, 1993). Isto acontece porque o

paraoxon inibe as carboxiesterases, que sdo enzimas que atuam nas vias de
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degradacdo da parationa, levando a formacdo de compostos nao toxicos.
Como resultado desta inativacdo, a degradacao da parationa passa a ser feita
pela via do citocromo P-450, que gera uma elevada producdo de paraoxon
(GRISOLIA, 2005).

Os invertebrados aquaticos sdo mais sensiveis, quando comparados aos
peixes. Por exemplo, a CLs-48h para o microcrustaceo Daphnia foi menor que
5 pg/L (STEPHENSON & KANE, 1984 apud IPCS,1993). Também foi avaliada
a CLsp no mesmo periodo de exposi¢do para Scenedesmus subspicatus, alga
prépria de ambiente de agua doce, cujo valor foi de 3 mg/L (IPCS, 1993). A
Tabela 7 apresenta a toxicidade aguda da PM para diversos organismos
aquaticos. Os dados mostram que a sensibilidade destes varia
consideravelmente entre as espécies. Nestes casos, 0s parametros utilizados
foram baseados nas concentracdes letais para 50% dos individuos (CLsy ou
CEsp), que permite concluir o quanto um organismo é resistente a determinada

substancia.

A PM é um praguicida téxico e os seres humanos sao suscetiveis aos
seus efeitos por todas as vias de exposicéo (oral, cutanea e inalacdo). Quase
todos os efeitos sistémicos da PM estdo relacionados com a acdo deste
composto no sistema nervoso ou sao secundarios a acao primaria. Tanto a PM
guanto seu metabdlito ativo paroxon metilico, exercem seus efeitos toxicos por
inibicdo de atividade da acetilcolinesterase. A hidrolise de acetilcolina €
interrompida e 0s neurotransmissores se acumulam em seu local de acéo,
produzindo super estimulacdo de orgaos colinérgicos. As informacdes sobre
efeitos em seres humanos sao limitadas a casos de pessoas gravemente
expostas a altos niveis de PM por ingestédo intencional ou por contato direto
acidental (KATZUNG, 2006).

Casos de intoxicacdo por PM ja foram relatados em todo o mundo. Em
casos de intoxicacdo fatal foram observadas alteracbes microscopicas em
varios orgdos — figado, rins, cérebro e baco (HAYES & LAWS, 1991).

Manifestacbes de intoxicagdo aguda sao similares em humanos e

animais e incluem a reducéo dos niveis de colinesterase no cérebro, eritrocitos
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e plasma, além de relatos de sinais clinicos de efeitos neuroldgicos, tais como
tremores, convulsdes, arritmia cardiaca, salivagdo extrema, miccdo e
defecacdo involuntarias, bradicardia, hipotensdo e insuficiéncia respiratoria e

cardiovascular que podem levar a morte (ECOBICHON, 2001).

Em casos de intoxicacdo leve ou moderada, os pacientes geralmente
apresentam sintomas como dor de cabecga, tosse, vomito, diarréia e colicas,
além da alteracdo do estado de consciéncia por desaceleracdo de processos

intelectuais, motores e dificuldade em manter a atencdo (ATSDR, 2001).

Tabela 7. Toxidade aguda da PM para diversos animais invertebrados e
vertebrados aquéticos.

Organismo Espécie Parametro Conc. Referéncia
INVERTEBRADOS
Daphnia Stephenson & Kane
longispira Cleo 24h 2,4ug/L (1984)
: Stephenson & Kane
Daphnia magna Clsp 24h 4,1pg/L (1984)
. Gammarus Mayer & Ellersieck
Crustaceos fasciatus CLsp 96h 3,8ug/L (1986)
Oziotelphusa
senex senex CLs048h 1mg/L Reddy et al. (1986)
Simocephalus Mayer & Ellersieck
secrultus Cleo48h 0.37ug/L (1986)
Lamellidens
marginalis CLs048h 20mgiL Moorthy et al. (1983)
Moluscos Cra}sgostrea CEso48h 12mg/L Mayer (1987)
virginice
Mercenaria
e CLsgp 96h 25mg/L Mayer (1987)
VERTEBRADOS
Carassius Mayer & Ellersieck
auratus Clso96h Img/L (1986)
AUV CLso48h 18,6mg/lL  Rehwoldt et al. (1977)
Peixes diaplanus
Oncorhynchus Mayer & Ellersieck
kisutch Clso96h 5,3mg/L (1986)
Salmo gairdneri CL5q96h 2,8mg/L Palawski et al. (1983)
Cyprinus carpio CL5048h 21,2mg/L Rehwoldt et al. (1977)
Bendacris Mayer & Ellersieck
. triseriata CLso96h RS (1986)
Anfibios Rana
cyanophlyctis CLs096h 8mg/L Mudgall & Patil (1987)

[Adaptado de IPCS,1993].
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2.3.2.1 Genotoxicidade da parationa metilica

Existem trabalhos que sugerem que os compostos organofosforados
possuem potencial genotdxico, por serem agentes alquilantes que possuem
alta reatividade com o centro nucleofilico das células. Entre os efeitos mais
comuns observados estdo o aparecimento de aberrac6es cromossémicas, de
micronucleos e ocorréncias de trocas de cromatides-irmas, em células de
individuos expostos a estas substancias (JOKSIC et al., 1997). Porém, a
maioria dos trabalhos com a PM é realizada para analise de resultados da
administracdo deste composto em conjunto com outros pesticidas

organofosforados e carbamatos.

A Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer (IARC) concluiu,
através de andlises de trabalhos sobre a PM, que ha evidéncias de que este
pesticida possui potencial mutagénico em alguns micro-organismos,
invertebrados e pequenos mamiferos. Porém, os dados disponiveis néao

fornecem evidéncia de que a PM seja, de fato, carcinogénica para humanos.

Na Tabela 8 € possivel observar a variagdo de resultados de alguns
testes de potencial mutagénico realizados com diferentes organismos e

culturas de células humanas submetidos a doses de MP.

Em 1974, Van Bao e colaboradores relataram o aparecimento de
aberracbes cromossdmicas em linfocitos de quatro pacientes que haviam
sofrido intoxicagdo aguda por PM como resultado de tentativa de suicidio. As
aberracdes foram detectadas em culturas de células dos pacientes apds um
més de suas admissbes em hospital. Apds seis meses, as alteragcbes nao
foram significativas em comparacdo aos controles (VAN BAO apud IPCS,
1993).

Testes in vitro realizados com espermatozoides humanos expostos a PM
e ao paroxon induziram alteracdes da cromatina e o aparecimento de lesées no
DNA destas células, além de revelar que o paroxon pode ser até dez vezes
mais toxico do que o PM (SALAZAR-ARREDONDO et al., 2008).
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Pifia-Guzmana e colaboradores (2006) publicaram estudo sobre células
germinativas masculinas de ratos em processo de maturagdo, expostas a PM.
Os resultados demonstram que este pesticida teve efeitos genotoxicos em
espermatozoides, possivelmente causados por danos oxidativos. O estudo
investigou ainda o0s estagios da espermatogénese mais suscetiveis aos
impactos da exposicdo a PM e a capacidade de fertilizacdo dos

espermatozodides gerados.

Tabela 8. Testes de mutagenicidade utilizando a parationa metilica.

Espécie Dose At.Met | Resultado | Referéncia
BACTERIAS
S. typhimurium 250 - Rashid &
TA100 250ug/placa SIM ; Mumma
Ames Ha’p (1984)
S. typhimurium x Herbold
TA100 >500ug/placa SIM/NAO + (1986)
MAMIFEROS
Células .
linféides 20ug/mL NAO ¥ Sobti et al
(1982)
Troca de humanas
Cromatides Celylas 20pg/mL a Chen et al.
linféides 20ua/mL NI + (1981)
humanas Ho
Células de 0,5 a 2mg/kg, 5
Aberracéo medula 6ssea dias/semana, NI + Grover &
Cromossbémica de ratos (in durante 7 Malhi (1987)
Vivo). semanas
5 a 10mg/kg,
Rattus sp. dose oral NI - '}'fgg%l)d
Micronucleo durante 2 dias
9,4 a 75mg/kg Mathew et
Rattus sp. em doses orais NI " al. (1990)

At. Met — presenca de ativagdo metabodlica; NI — N&o informado; + positivo; - negativo .

No trabalho de Pifia-Guzméan (2006), camundongos machos foram
expostos a PM em doses de 20 mg/kg de massa corporal e as células foram
coletadas do epididimo e dos canais deferentes em sete e vinte oito dias pos-
tratamento para avaliar os efeitos sobre a maturacdo dos espermatécitos e

sobre os espermatozoides, respectivamente. As células foram examinadas
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qguanto a danos no DNA, e capacidade de fertilizacdo in vitro, entre outros

testes de fun¢des metabolicas.

Alteragdes na integridade do DNA em células coletadas em sete e vinte
oito dias ap6s o tratamento diminuiram significativamente a qualidade do
esperma, se comparado ao grupo controle negativo que néo sofreu exposicao.
Ocorreu ainda a diminuicdo da capacidade de fertilizacdo das amostras de
células coletadas pos-tratamento.

No solo, a concentracdo de 5 mg/kg de PM foi suficiente para reduzir o
potencial de degradacdo microbiana (REDDY & GAMBRELL, 1985). Butler
(1964), avaliando uma comunidade fitoplanctonica natural, observou que 1
mg/L de PM levou a uma diminuicdo de 5% na produtividade (BUTLE, 1964
apud IPCS,1993). A CLsp de mais de 1 mg/L foi encontrada para
alguns organismos da biota de agua doce (peixes moluscos e anfibios). A
sensibilidade dos insetos a PM depende ndo sé da espécie, mas do

estagio/fase de vida, sendo que em geral, as larvas sdo mais afetadas.

Apperson et al. (1978) mostraram que as larvas podem desenvolver
uma resisténcia a PM. Os crustaceos, tanto dulcicolas quanto marinhos, séo
muito sensiveis a PM, com valores de CEs, variando de 0,002-0,050 mg/L. Em
geral, os copépodes foram menos sensiveis do que decdpodes em testes de

laboratorio.

Alguns trabalhos na literatura sugerem que a PM possui propriedades
alquilantes (IPCS, 1993). Os agentes alquilantes sdo extremamente reativos e
ligam-se facilmente a grupos fosfatos encontrados nos &acidos nucléicos,
podendo quebrar a cadeia do DNA ou formar pontes entre as cadeias do acido
nucléico, impedindo a duplicacdo do DNA e causando genotoxicidade ou até

mesmo a morte celular (citotoxidade).

Os resultados dos testes de mutagenicidade tém sido contraditorios. Os
resultados da maioria dos estudos in vitro de mutagenicidade com células tanto
bacterianas quanto de mamiferos foram positivos, no entanto muitos trabalhos

sao inconclusivos e fornecem dados duvidosos (IPCS, 1993).
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2.4 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Sabe-se que residuos de praguicidas podem ocasionar efeitos negativos
em muitas espécies de seres vivos. Alguns compostos, mesmo quando
presentes em concentracdes relativamente baixas, podem ter sua toxicidade
aumentada em funcdo de varios fatores como: o veiculo, compostos e
contaminantes diversos presentes nas formulacdes comerciais; a frequiéncia da
exposicao, se a fonte de contaminacdo ocorre ininterruptamente, como o que
acontece em regides proximas a terrenos agricolas; a transformagdo de um
composto original em um subproduto com maior potencial de agdo sobre os

organismos vivos (LIMA et al, 2001).

Apesar de os praguicidas mais empregados nos dias atuais possuirem
maior biodegradabilidade, quando comparados aos organoclorados, ainda
assim, estes ndo sao degradados pelos processos convencionais para
tratamento de aguas destinadas ao abastecimento. Nesse contexto, surge a
necessidade de novas alternativas para degradar moléculas ambientalmente
indesejaveis em moléculas menos téxicas, que possam ser descartadas sem

prejuizo ao meio ambiente.

Em virtude da escassez de 4&aguas de boa qualidade, as
regulamentacdes relacionadas com a qualidade das 4guas tornam-se cada vez
mais exigentes e restritivas. Os processos oxidativos avancados (POA)
constituem uma alternativa para o tratamento de aguas e efluentes. Tal
tecnologia tem-se se mostrado altamente eficiente para a degradacao de certas
classes de compostos organicos, além de representar uma tecnologia
ambientalmente limpa, pois apresentam como grande vantagem o fato de
oxidar completamente um numero significativo de substancias organicas,
levando & mineralizacdo dos contaminantes, produzindo CO,, H,O e ions

inorganicos, e nao somente transferido-os de fase (GLAZE et al., 1987).

A degradacédo de poluentes organicos por combinacao de luz ultravioleta
e agentes oxidantes (H.O,, Os, etc.) implica, na geracdo e consequentes

reacoes induzidas pelos radicais hidroxila (¢OH).
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O radical hidroxila (*OH) é um potente oxidante, perdendo apenas para o
flaor, como pode observado na Figura 9. Este radical apresenta alto poder
oxidante e baixa seletividade, possibilitando a transformagédo de um grande
namero de contaminantes toOxicos, em tempos relativamente curtos, com
constantes de reacdo da ordem de 10° a 10° M's™ (ANDREOZZI et al., 1999;
MALATO et al., 2002). Essas reacodes (de oxidacdo por geracao de radicais por
H,O, e/ou O3 com UV) sédo de 1 milhdo a 1 bilhdo de vezes mais rapidas do

gue as medidas por oxidantes quimicos somente (DEZOTTI, 2008).

[0 5} |
cl |

cloz |
MnQy d
H202 |

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Potencial de oxidacéo (eV)

Figura 9. Comparacdo do potencial oxidante de varios compostos. Adaptado
de (DEZOTTI, 2008).

O radical hidroxila € um agente oxidante extremamente potente e capaz
de oxidar compostos organicos principalmente por abstracdo de hidrogénio,
conforme apresentado na Reacdo 1. Também pode atuar na transferéncia de
elétrons, onde elétrons podem ser transferidos para o radical hidroxila (Reacao
2) ou pode ainda ocorrer a adi¢do radicalar as insaturagdes carbono-carbono,
conforme apresentado na Reacédo 3 (BRAUN, 1997).

Abstracao de hidrogénio

*OH + RH — H,O + R Reagéo 1

Transferéncia de elétrons

*OH + RXOH — HO™ + XR+- Reacao 2
Adicao
*OH + X,C=CX, —>X2C(OH)-C'X2 Reagéo 3
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Dos processos que envolvem a utilizacdo dos POA, podem-se destacar
aqueles que empregam o peréxido de hidrogénio (H.O2) e 0zbnio (O3) e que se
tornam mais eficientes quando sao utilizados conjuntamente com a radiagcéo
UV, como O3/UV, H,0,/UV e O3/H,0,/UV, com o objetivo de gerar os radicais
*OH.

Os POA sao citados por diferentes autores como processos para a
degradacédo de uma grande variedade de poluentes organicos (GLAZE et al.,
1987). Os radicais HO* sdo espécies muito reativas e com baixa seletividade,
gue reagem com a maior parte das moléculas organicas. As Reacdes de 4 a 8

mostram a formacao do radical hidroxila pelos diferentes POA.

O3 + hv + H,O — H,O, + O, Rea(;éo 4

H,O,+ hv— 2 «OH Reacédo 5

203+ H,0, — 2 «OH + 30, Reagéo 6

H,O + O3 + hv -0, + 2 «OH Reacdo 7

O + H,0 —» 2<0OH Reacéo 8

Apesar da alta poténcia oxidante, alguns estudos tém demonstrado que
a aplicagdo dos POA com objetivo de tratar aguas e efluentes que contém
compostos recalcitrantes, sob certas condi¢des, pode produzir sub-produtos de
reacao que sao substancias recalcitrantes e algumas vezes mais toxicas que o
composto original (GULYAS, 1992).

Entre algumas das desvantagens dos POA estd a formacdo de
subprodutos de reacdo, que em alguns casos podem ser mais toxicos que 0s
proprios compostos de origem, sendo necessario um acompanhamento da
toxicidade. Outra desvantagem se refere aos custos, como por exemplo, de

energia, pois em varios processos € necessario o emprego de radiacao.
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Dentre os métodos fotoquimicos, pode-se destacar duas estratégias

para geracao de radicais *OH:

» Fotdlise homogénea: Solugbes homogéneas contendo H,0,, Oz ou

uma combinacédo de ambos na presenca de luz ultravioleta.

» Fotolise heterogénea: particulas coloidais de semicondutor, como o
TiO,, absorvem a luz ultravioleta gerando o radical *OH na interface
particula/solucdo (DEZOTTI, 2008).

2.4.1 Aplicacdo da radiagcao UV

A radiacdo pode ser dividida em dois tipos: radiacdo ionizante e néo
ionizante, sendo a diferenca entre estes dois tipos baseada no nivel de energia.
A radiacdo ionizante possui quantidade de energia muito superior a energia da
radiacdo nao ionizante. A radiacdo nado ionizante é aquela que gera energia
suficiente para causar excitacdo dos elétrons dos atomos, ou das moléculas;
no entanto, energia insuficiente para causar a formacédo de ions (ionizacao)
(BREVIGLIERO et al., 2005).

A fonte priméria de radiacdo ultravioleta é o sol, mas também pode ser
emitida por lampadas incandescentes e fluorescentes, e equipamentos a laser.
Corresponde a trés faixas de comprimento de onda, conforme pode ser visto na
Figura 10. A maior parte da radiacdo UV emitida pelo sol é absorvida pela
atmosfera terrestre. A quase totalidade dos raios ultravioletas que efetivamente
chegam a superficie da Terra sdo do tipo UV-A (também conhecida como
radiacdo UV-proxima ou luz negra). A radiacdo UV-B é parcialmente absorvida
pelo ozonio da atmosfera e sua parcela que chega a Terra € responsavel por
danos a saude. Ja a radiacdo UV-C é totalmente absorvida pelo oxigénio e o

0z6nio da atmosfera (ROUESSAC & ROUESSAC, 2000).

A radiacdo UV é um componente invisivel da radiacdo solar. No espectro

eletromagnético situa-se entre a luz visivel e os raios-X, na faixa de
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comprimento de onda de 100 a 400 nm, sendo a faixa de comprimento de onda

com maior efeito sobre o DNA celular encontra-se na faixa de 250 a 270 nm.

A desinfecgdo por meio da radiagdo ultravioleta € bastante antiga,
porém, somente a partir da década de quarenta € que se tem noticia de sua
aplicacdo para desinfeccdo de aguas destinadas ao consumo humano (DI
BERNARDO, 1993; BLATCHELEY et al., 1996). Num segundo momento a
radiacdo UV foi utilizada com finalidade de diminuir a quantidade de cloro
utilizada na desinfeccdo quimica, uma vez que compostos clorados podem
gerar subprodutos altamente toéxicos, como cloraminas e trihalometanos.
Também é caracterizada pelo curto tempo de contato e uma melhor acéo

antiviral em relagdo a outros desinfetantes.

uv-c UV-B Uv-A

100 230 315 400(nm)

Figura 10. Comprimentos de onda da radiag&o ultravioleta.

Mesmo quando a radiacdo UV é aplicada para tratamento de aguas, é
recomendado que as aguas destinadas ao abastecimento sejam cloradas antes
da sua distribuicdo e armazenamento, para se ter cloro residual na agua

evitando a sua recontaminagao.

A aplicacdo da radiagdo UV conduz, na maioria dos casos, a uma
ruptura das ligacdes quimicas e pode produzir a degradacdo da matéria
organica. A irradiacdo da agua ozonizada produz H,0O,, que se ioniza e reage

com o excesso de 0z6nio, gerando radicais hidroxila (DEZOTTI, 2008).

Além da aplicacdo da radiacdo ultravioleta para desinfec¢do de aguas,
outro topico de suma importancia esta relacionado a contribuicdo da radiacéo
UV que incide sobre a superficie da Terra e que, de certa forma, acaba
contribuindo para a degradacdo abiotica (fotodegradacédo) de compostos que
chegam aos rios em amostras naturais de A&guas. Grande parte dos
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organofosforados tem como principal via de degradacéo a luz, sendo, por este
motivo, de grande utilidade o conhecimento dos fenémenos relacionados a
fotodegradacdo de poluentes organicos e formacdo de subprodutos

biologicamente ativos.

A eficiéncia da radiacdo UV € limitada pelos parametros da qualidade
quimica da agua. Alguns trabalhos relatam que o pH parece néo interferir na
remocao de matéria organica. No entanto, alguns parametros como a formacéao
de filmes bioldgicos, a presenca de matéria organica ou inorganica dissolvida,
aglomerados de micro-organismos, turbidez e cor podem influenciar

negativamente a eficiéncia do processo (EPA, 1986).

Segundo Teixeira (2002), a radiagdo UV pode ser usada na destruicao
de compostos organicos em processos de degradacdo fotoquimicos e
fotocataliticos. Entretanto, seu uso combinado a agentes oxidantes tem a

vantagem de aumentar a eficiéncia dos processos fotocataliticos.

Apesar da radiacdo UV conseguir gerar radicais oxidantes, esse
processo em determinadas condi¢cdes € pouco eficiente, necessitando em
alguns casos de véarias horas de irradiacdo ou de um pré-tratamento para que

apreciaveis mudancas ocorram (GROMBONI, 2008).

2.4.2 Processo UV/H,0,

Um dos processos oxidativos avangcados bastante estudado e ha muito
empregado é o processo UV/H;0,. Este processo é utilizado com éxito na
remocado de micropoluentes presentes em aguas e efluentes industriais,
incluindo compostos organoclorados, aromaticos, fendis, praguicidas e

compostos farmacéuticos (DEZOTTI, 2008).

A radiacdo UV pode ser utilizada através da fotodegradacao direta pela
excitacdo do poluente pela luz UV. Ou pela foto-oxidacdo, onde a radiacéo
reage com um oxidante para produzir radicais hidroxila. Os trés oxidantes mais

usados sdo: peréxido de hidrogénio, 0zénio e sistema foto-Fenton (Fe*3/H,0,).
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O mecanismo utilizado para explicar a fotolise do H,O, é a clivagem da
molécula de H,O, por fétons com energia superior a da ligacdo O-O (48,5
kcal/mol), conforme apresentado nas Reagfes 9 e 10. Este mecanismo tem um
rendimento quantico quase unitario produzindo quase gquantitativamente dois
HO- por cada molécula de H,O, (GUROL, 1991).

HOOH—Y_52 4 OH Reacdo 9
HOOH—"Y s He+eOOH Reaco 10

A estabilidade do H,O, varia em funcdo do pH e da temperatura.
Maiores temperaturas e pH basico favorecem sua decomposi¢cdo em H,0 e O,
conforme a Reagéo 11 (LIRA, 2006).

2 H,O, — 2H,0 + O, Rea(;éo 11

A absortividade molar ou coeficiente de extincdo, do H,O, a 254 nm é
aproximadamente 19 M cm™. Este baixo coeficiente de extincéo se traduz em
taxas de absor¢cdo menores. As lampadas de mercurio utilizada nos reatores
possuem um comprimento de onda em torno de 254 nm. Com este tipo de
lampada, uma maior quantidade de H,O, tem que ser adicionada ao sistema
para gerar a quantidade de radicais hidroxila necesséarios para oxidacao
(RAJESHWAR & IBANEZ, 1997).

Wu & Linden (2008) avaliaram a fotodegradagcéao de uma solugdo aquosa
do inseticida organosfosforado paration através do processo UV e UV/H;0,. A
fotélise direta do paration utilizando lampadas de baixa e média pressdo, em
pH 7, ocorreu de forma muito lenta, com rendimentos quénticos de 6,67 + 0,33
x 10" e 6,00 + 1,06 x10™ mol E™?, respectivamente. A adicdo de perdxido de
hidrogénio aumentou a fotodegradacao de paration com uma taxa de reacao de
segunda ordem com constante de 9,70 + 0,45 x 10° M* s*. Os autores
relataram que a relacdo molar ideal entre peroxido de hidrogénio e o paration

foi 300 e 400. A fotodegradacdo do parathion rendeu varios subprodutos
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organicos, dos quais o paraoxon, 4-nitrofenol, e O, O-dietil-metil tiofosfato que

tiveram sua ocorréncia monitoradas durante o processo UV/H,0,.

Avaliando a degradagédo do herbicida 2,4-D, Alfano e colaboradores
(2001) relataram uma taxa de degradacdo vinte vezes mais rapida quando
empregado o sistema H,O./UV, do que a obtida empregando apenas a
radiagdo UV isoladamente. Chu (2001) também avaliou a degradacéo do 2,4-D
utilizando o processo H,0O,/UV em valores diferentes de pH e concentragdes de
H.O,. Os autores relatam uma maior taxa de degradacdo em pH baixo e
determinou que a razédo [H.0,]/[2,4-D] de 12,5 foi a que se mostrou mais
eficiente, indicando que o tratamento peroxido combinado com radiagcdo UV
melhorou consideravelmente a eficiéncia do processo de degradacdo do

praguicida.

Chen e colaboradores (2009) estudaram a fotodegradacdo do herbicida
atrazina através da aplicacdo da radiacdo UV. A atrazina foi degradada
rapidamente, nos primeiros 30 min, com uma taxa de degradacdo de 70%.
Apoés este periodo, a degradacdo se deu lentamente alcancando 90% com 50
min de radiacéo. A fotodegradacédo da atrazina seguiu uma cinética de primeira
ordem e sua constante de degradacdo foi de 0,0411 min™. Arantegui e
colaboradores (1995) também avaliaram a degradacéo da atrazina e os autores
relatam que o peréxido teve uma acao sinérgica, quando associado a radiacao

UV, aumentando a eficiéncia de degradacdo do composto.

78



3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos de UV e UV/H,O, foram realizados no
laboratério do grupo de Controle de Poluicdo das Aguas e Efluentes (LabPol)
do Programa de Engenharia-Quimica da COPPE/UFRJ.

Neste item serd apresentada a descricdo do trabalho experimental
desenvolvido, incluindo os reagentes utilizados, as metodologias analiticas
empregadas e a descricdo dos ensaios bioldgicos, que incluem o sistema-teste

A.cepa e o0 ensaio YES.

3.1 SOLUCOES UTILIZADAS NOS ENSAIOS BIOLOGICOS

3.1.1. Solucéo de parationa metilica

A parationa metilica (pureza 99%) foi obtida da Supelco® (Sigma-
Aldrich). Todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura obtida pelo
sistema Milli-Q. As solu¢Bes foram preparadas diariamente e ndo estocadas, e
protegidas da luz para evitar a fotodegradacédo. As diluicbes foram realizadas a
temperatura de 25°C através de diluicdo seriada em Frasco Schott® ambar.

3.1.2. Reagentes e solucdes do ensaio YES

A fim de evitar falsos positivos, todos o0s reagentes, a agua e 0s
recipientes usados no preparo das solugbes que compdem o meio de cultivo e
analise foram cuidadosamente manuseados. Também foram utilizados
compostos com alto grau de pureza, sendo 0s reagentes para preparo dos
meios adquiridos da Sigma-Aldrich. O CPRG (clorofenol vermelho-B-D-

galactopiranosida) foi adquirido da Roche Diagnostics. O etanol utilizado nos
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ensaios foi adquirido da Merck®. Todas as solu¢cdes foram preparadas dentro

de capela de fluxo laminar em condi¢Bes assépticas.

3.1.2.1. Acido Aspartico e L - treonina

Uma solucédo estoque de 4 mg/L de acido aspartico foi esterilizada em
aliquotas de 20mL a 121°C por 10 min e estocada a temperatura ambiente. Foi
preparada uma solucdo estoque de 24 mg/mL de L-treonina e esterilizada em

aliquotas de 5 mL a 121°C por 10 min e estocada a 4°C.

3.1.2.2 CPRG

A solucao estoque de 10mg/L de CPRG foi preparada em agua estéril
estocada em frascos de vidro estéril, mantidos a 4°C em ambiente protegido da

luz, onde se manteve estavel por todo o periodo de estocagem.

3.1.2.3 Glicose

A solucdo de glicose 20 % m/v foi e esterilizada por filtracdo em
membrana de éster celulose com diametro de poro 0,22 um e estocada a

temperatura ambiente em frasco estéril.

3.1.2.4 Sulfato de cobre

Uma solucdo de 20 mM de sulfato de cobre (Il) foi preparada, e

esterilizada por filtragdo em membrana de éster celulose com diametro de poro

80



0,22 pm. A solucdo foi estocada a temperatura ambiente em frascos

esterilizados.

3.1.2.5 Vitaminas

A solucdo contendo vitaminas foi preparada pela adicdo de 8 mg de
tiamina, 8 mg de piridoxina, 8 mg de pantetonato de célcio, 40 mg de inositol e
20 mL de solucao de biotina (2 mg/100 mL H,O) em 180 mL de agua. Essa
solucdo foi esterilizada por filtracio em membrana de éster celulose com
diametro de poro de 0,22 uym e estocada em aliquotas de 10 mL a 4°C em

frascos de vidro estéril, protegida da luz.

3.1.2.6 Meio minimo

O meio minimo foi preparado pela adi¢cdo de 13,61 g de KH,POy4, 1,98 g
(NH4)2S0q4, 4,2 g de KOH em pelets, 0,2 g de MgSO4, 1 mL de solucdo de
Fe,(S04)3 (40mg/50mL H,0), 50 mg de L-leucina, 50 mg de L-histidina, 50 mg
de adenina, 20 mg de L-arginina-HCI, 20 mg de L-metionina, 30 mg de L-
tirosina, 30 mg de L-isoleucina, 30 mg de L-lisina-HCI, 25 mg de L-fenilalanina,
100 mg de L-acido glutamico, 150 mg de L-valina, e 375 mg L-serina para 1L
de agua. Apos o preparo a solucdo foi acondicionada em frascos de vidro e
esterilizada em autoclave a 121°C (1 atmosfera de pressao) por 10 min e

estocada a temperatura ambiente.

3.1.2.7 Meio de cultivo

O meio de cultivo foi preparado pela adicdo de 5 mL de solucdo de
glicose, 1,25 mL de solu¢do de &cido L-aspértico, 0,5 mL de solugdo de
vitaminas, 0,4 mL de solugcdo de L-treonina, e 125uL de solugédo de sulfato de

cobre (II) em 45 mL de meio minimo.
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3.1.2.8 Meio de analise

O meio de analise foi preparado pela adicdo 25 mL de meio de cultivo,
seguido de 250 uL do substrato cromogénico CPRG e indculo de levedura que
estava em crescimento em meio de cultivo contendo, aproximadamente 4 x 10’

células.

3.1.3. Reagentes e solu¢cdes dos ensaios com A.cepa

3.1.3.1 Fixador Carnoy

Misturou-se alcool etilico a acido acético glacial, numa proporcéo 3:1 v/v.
Esta solucdo nao foi estocada e era preparada apenas no momento da sua
utilizacdo. Essa solugcdo é utilizada para fixacdo celular, que € uma técnica
bastante utilizada em histologia, tendo como objetivo evitar a destruicdo das

células por acdo de micro-organismos ou citélise.

3.1.3.2 Reativo de Schiff

Foi utilizado o Reativo de Schiff (Na,SO3) para microscopia, sem

qualquer tipo de diluicdo. O reagente foi obtido da Merck®.

3.1.3.3 Carmim acético 2%

Dissolveu-se 2 g de carmim em 100mL de acido acético 45%. Em
seguida agueceu-se a solucdo até a ebulicdo, com a utilizacdo de um
condensador de refluxo, permanecendo com o0 aquecimento por 2 a 3h.
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Esfriou-se, filtrou-se em papel filtro comum e guardou-se em recipiente de

vidro, mantido a 4°C.

3.1.3.4 Metil Metanosulfonato

O Metil Metanosulfonato (MMS) é um agente alquilante, amplamente
utilizado como indutor de danos no DNA, bastante usado em ensaios de
genotoxicidade nos ultimos anos. Agentes alquilantes s&o compostos
eletrofilicos, que apresentam afinidade por centros nucleofilicos de
macromoléculas organicas, sendo considerados potenciais carcindgenos. Esse
composto transforma a base guanina em 7-metilguanina e a adenina em 3-
metiladenina, ocasionando o pareamento inadequado das bases nitrogenadas
e bloqueio da replicacdo (LUNDIN et al., 2005).

Neste trabalho foi utilizado como controle positivo o MMS (Sigma-
Aldrich, CAS No 66-27-3) na concentracdo de 10 mg/L diluido em &gua ultra
pura, concentracdo habitualmente utilizada em varios estudos que utilizam o
MMS como controle positivo para genotoxicidade. O grupo controle negativo foi
mantido apenas em agua ultra pura. A utilizacdo de ensaio controle negativo
(CN) é de essencial importancia, pois ele permite a avaliacdo da frequéncia
basal destas alteracdes, quando o organismo teste ndo é exposto ao agente

em estudo.

3.2 PROCESSO UV, H,0, E UV/H,0,

No presente estudo foi avaliada a degradacdo do praguicida PM através
de aplicacdo do tratamento H,O,/UV. Também foi realizado o tratamento
apenas com a radiacdo UV e o H,O, isoladamente, com o intuito de verificar a

contribuicdo de ambos na degradacgéo do composto.
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Determinados parametros sdo considerados essenciais para definir a
eficiéncia de processos que utilizam fotodegradagcédo de substancias quimicas,
como a actinometria, determinacéo da absorcéo da radiacdo UV por compostos
presentes em amostras liquidas e a geracado de radicais hidroxila no caso da
combinacédo do UV com H,0,, bem como a eficiéncia do processo de extracao

em fase sdlida, itens que serdo melhor descritos a seguir.

3.2.1 Actinometria

A actinometria quimica € uma medida da taxa de incidéncia de fotons
em um reator fotoquimico de geometria especifica e para um dominio espectral
luminoso bem definido (BRAUN et al.,, 1991). Como nem toda a radiacao
emitida pelas lampadas € absorvida pela solu¢do no reator, torna-se essencial

determinar a quantidade de radiacdo absorvida pela solucao.

3.2.2 Condi¢des experimentais do processo UV e UV/H,0,

Foi utilizado um reator tubular de vidro com capacidade de 1,5 L, onde
em seu interior era centralizada uma lampada UV de baixa pressédo de 15W
protegida por um tubo de vidro de quartzo. A Figura 11 mostra uma fotografia
do reator. A lampada emitia uma radiagdo no UV com pico de onda em 254 nm,
e teve sua radiancia medida por um radidmetro digital modelo EW-09811-54 da
marca Cole-Parmer Instruments Co®. O aparelho esta calibrado para uma
medi¢cdo no comprimento de onda de 254nm, apresentando uma abertura de

leitura de 12 + 2 nm e um erro de + 5%.

As solucdes de PM na concentracéo inicial de 30 mg/L foram preparadas
momentos antes da realizacado dos experimentos, para evitar a degradacao, em
agua ultra pura gerada por um sistema de ultrapurificacdo de agua da marca
Millipore® modelo Milli-Q. Esta concentracdo foi escolhida por ser a menor

concentracdo aplicada em campo.
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Foram realizados os experimentos fotoquimicos e fotoliticos para o
monitoramento da degradacdo da PM empregando-se um volume de amostra
no reator de 1L. As reacbes ocorreram em modo batelada, sob agitagéo, por
borbulhamento de gas nitrogénio, avaliando-se os tempos reacionais de 2, 5,
10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, totalizando nove amostras avaliadas. A
intensidade fotbnica determinada por analise actinométrica foi igual a 7,8

HEinstein s™.

Figura 11. Reator utilizado no processo UV e UV/H,0,

O processo iniciou-se com a estabilizacao do fluxo de irradiagdo UV no
comprimento de onda de 254 nm, realizado com o acionamento das lampadas,
protegidas por cobertura de aluminio para evitar a passagem de radiacdo UV
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ao ambiente, por 10 minutos. Em seguida, foi introduzido 1L de solu¢cdo de MP
e adicionado o volume de peréxido de hidrogénio para se obter a razdo molar
previamente calculada. O tratamento ocorreu na temperatura ambiente de

aproximadamente 23 °C.

No processo fotoquimico as concentracdes de H,O. iniciais utilizadas
foram definidas em fungdo da massa tedrica de carbono da PM (C3H;0NOsPS).
Assim, para o estudo cinético de degradacdo do MP utilizou-se a razdo molar
[H202)/ [PM] de 1 e 2 . A temperatura e pH da solucdo dentro do reator foram
monitorados em todos os tempos estudados. A concentracdo do H,O; residual
na solucdo foi medida através do método qualitativo colorimétrico da marca

Merckoquant da Peroxide Test®.

Também foi realizado o tratamento apenas com a radiacdo UV e o H,0;
isoladamente, com o intuito de verificar a contribuicAio de ambos na

degradacg&o do composto.

A oxidacdo da PM usando o processo UV e UV/H,0, segue uma cinética
de pseudo-primeira ordem (DIAGNE et al., 2007). Entdo, a velocidade de
remocao de carbono orgéanico total durante a reacdo pode ser descrita pela
Equacdo onde COT é o valor para determinados tempos de reacdo; COTy é o
valor inicial no tempo zero e kcor € a constante cinética e t indica o tempo

conforme a equacao 1.

coT
COT, coT

In x t Equacéo 1

3.3 METODOLOGIAS ANALITICAS

3.3.1 Aparatos e condi¢Ges da cromatografia gasosa

Para o monitoramento da degradacéo da PM foi utilizada a deteccéao por
cromatografia gasosa. As quantificacdes foram realizadas com o auxilio de uma

curva de calibragao confeccionada na faixa de concentragdo de 5 mg/L a 5000
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mg/L. A determinacdo da degradacdo da PM era avaliada apés procedimento
de concentracdo de amostra, método conhecido por extragcdo em fase soélida
(EFS). A temperatura, o carbono organico total, o espectro da absorbancia e o

pH foram monitorados em todos os tempos estudados.

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
modelo 17A da Shimadzu® com um detector por ionizacdo em chama (FID),
como observado na Figura 12. A coluna utilizada foi a CP SIL 8 CB da Varian®,
compativel com a coluna DB 5, apresentando como diametro interno 0,25mm;
comprimento de 30m e espessura de fase de 0,25mm. As condi¢des
cromatograficas utilizadas foram desenvolvidas nesta tese e podem ser
visualizadas na Tabela 9. O tempo total da corrida cromatografica foi de 18,24

min.

Figura 12. Aparelho de cromatografia gasosa utilizado.

Utilizou-se como fase mével o acetato de etila. Devido ao sistema de
injecdo ser manual e mais suscetivel a variacdes, as injecdes foram realizadas
em cinco réplicas. Foi utilizado como gas de arraste o nitrogénio e como gas

auxiliar o gés hélio.

Para confeccéo da curva de calibragéo foi preparada uma solucédo mae
de PM de 5000 mg/L e por diluicdo seriada em agua ultrapura foi desdobrada
em seis outras concentracdes: 1000, 500, 100, 50, 10 e 5 mg/L. As solucbes

foram preparadas imediatamente antes do inicio das injecdes e mantidas
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protegidas da luz, ndo sendo estocadas. O volume injetado foi de 2 uL, para

cada concentracao.

Tabela 9. Parametros cromatogréaficos utilizados para a realizacdo das analises
cromatograficas.

Parametros Valores ou especificacéo
Temperatura do injetor 250 °C
Temperatura do detector 250 °C
Temperatura iniciial QO forno/tempo de 60 °C/ min
permanéncia
Taxa de aquecimento 12 °C/ min
Temperatura final do forno/tempo de permanéncia 280 °C/ min
Pressao inicial/tempo de permanéncia 116,7 kPa/min
Taxa de elevacgéo da pressao 4,1 kPa/min
Pressao final/tempo de permanéncia 117 kPa/min
Coluna CP SIL 8 CB Varian®

3.3.1.1 Limite de deteccao e quantificacdo da PM na CG

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor concentracdo do analito
em uma amostra, que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, sob determinadas condi¢cfes experimentais. Segundo a ANVISA
esse limite é estabelecido por meio da andlise de solucdes de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (BRASIL,
2003). Vérios critérios sao utilizados para definicdo do limite de deteccéo. Para
meétodos analiticos instrumentais, como a CG, o critério adotado € a relagao de

trés vezes o ruido da linha de base.

O Limite de quantificacdo (LQ) refere-se & menor quantidade do analito
em uma amostra, que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas. Desta forma, €
considerado como limite de quantificacdo aquela concentragcdo que produza
relacdo sinal-ruido superior a 10:1 (BRASIL, 2003).
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3.3.2 Extracdo em Fase sdlida (EFS)

A extracdo em fase sélida é uma técnica de separacdo que visa a
remocdo do(s) analito(s) da matriz, na qual as moléculas do analito se
deslocam da matriz e interagem com a silica que esta presente no cartucho de
extracdo, que funciona como adsorvente. Essa técnica constitui ferramenta util
para quantificacdo de compostos em baixas concentracdes através das etapas
de extracdo, concentracdo e reconstituicdo de amostras aquosas, para
deteccdo de micropoluentes.

Como no aparelho (CG) utilizado para avaliar a cinética de degradacao
da PM ndo pode estar em agua, esta etapa de EFS auxilia para que haja
adequacao da matriz a ser injetada, visto que apOs a concentragdo no cartucho

ela podera ser reconstituida em solvente organico.

Desta forma, o intuito de utilizar a etapa de EFS neste estudo foi de
eliminar a presenca da agua na amostra, limitacdo encontrada para uso da
técnica de cromatografia gasosa caracterizada pela incompatibilidade de
andlise de solu¢cbes aquosas devido ao tipo de coluna e detector empregados
(VALENTE & AUGUSTO, 2000).

A etapa de EFS necessita de um condicionamento prévio do cartucho de
extracdo para ativacdo dos sitios disponiveis que sdo 0s responsaveis por
reterem o0 composto de interesse. O condicionamento utiliza solventes
adequados que variam de composto para composto. Em particular, para a PM
utilizou-se como etapa de condicionamento os solventes acetato de etila e
metanol. Um ritmo de condicionamento foi utilizado tendo o cuidado de evitar a
secagem do cartucho seguindo a ordem: 5 mL do solvente acetato de etila, 5

mL de metanol e 5 mL de 4gua ultra pura, a pH de 3.

ApoOs condicionamento, 1 L da amostra era permeada através do
cartucho, isto é, todo o contetdo do reator. A amostra armazenada em frascos
ambar era aspirada por meio de tubos transferidores até o cartucho com o
auxilio de uma bomba de vacuo, adotando-se um regime de gotejamento com

fluxo médio ajustado para 4,5 mL/min.
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Depois de drenada toda a fase liquida, o analito retido no cartucho era
extraido do cartucho utilizando 5 mL de acetato de etila, de forma a coletar o
analito em concentracdo j4 apropriada para injecdo no cromatégrafo. Os
cartuchos utilizados continham 500 mg de material adsorvente e capacidade de
3mL obtidos da Varian®, modelo Cig. A Figura 13 mostra 0 esquema
operacional utilizado durante a etapa de extragcao/concentracdo da amostra no

cartucho adsorvente.
Bombeamento da
H solucdo de PM =t
ED }
D
\
—_—

Bomba a vacuo Manifold Frasco ambar (1L)

Figura 13. Esquema do sistema operacional utilizado para extracdo e
concentracédo da amostra. [Adaptado de SOUZA, 2010].

A eficiéncia da técnica pode ser verificada através da determinacao da
recuperacdo do cartucho, ou seja, a quantidade do composto que € detectada
(recuperada) apos todas as etapas da EFS utilizando-se solu¢cbes padrdo. Ao
fim do processo a quantidade eluida é analisada por cromatografia gasosa e
comparada com o valor da solucdo padrédo. A Figura 14 mostra uma fotografia

do sistema utilizado.
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Figura 14. Fotografia do sistema operacional utilizado para EFS.

3.3.3 Espectrofotometria visivel

A espectrofotometria de UV visivel € um método muito sensivel para
identificar a formacao de grupos funcionais que absorvem radiacéo. A radiacado
infravermelha, quando absorvida por uma molécula organica, converte-se em
energia de vibracdo molecular. O espectro reflete 0 movimento vibracional e

costuma aparecer em forma de bandas.

As leituras de absorbancia e espectros de varredura foram realizadas
em um espectrofotdbmetro UV-VIS da Agilent 8453.

3.3.4 Mudanca do pH

Com a finalidade de investigar se ocorria alteragdo no pH da solucéo da
PM na concentracdo inicial de 30 mg/L nas diferentes condi¢bes de tratamento:
UV apenas e UV/H,0,, nas razbes [PM]/[H,O,] = 1 e 2, foi monitorado o valor

do pH durante 60 minutos, com aliquotas retiradas a cada 10 minutos.
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3.3.5 Avaliacao da quantidade de carbdonico organico total (COT)

O carbono é o elemento fundamental na constituicio das moléculas
organicas presentes em todos os seres vivos. Quando o carbono € oxidado ele
consome o oxigénio dissolvido na agua e, desta forma, a quantificacdo do
carbono organico total € um parametro indicador de qualidade da &4gua que
esta fortemente associado ao teor de matéria organica presente em alguma

amostra, ou mesmo na égua.

A medida de carbono organico total (COT) foi realizada através de um
analisador de carbono, com especificagcdo HiperToc Analyser da Thermo® que
determina o conteudo de carbono organico e inorganico em uma amostra (em
mg/L), utilizando como gas de arraste o ar sintético. O COT foi calculado,
levando-se em consideracao a diferenca entre o carbono total (CT) existente na
amostra (% de carbono) e o carbono inorganico (CI), ambos fornecidos pelo
aparelho.

Este método fundamenta-se na combustdo por oxidacdo catalitica da
amostra, onde a temperatura da combustdo ocorre a 680 °C, seguida da
quantificacdo do CO, formado, por um detector de infravermelho dispersivo. O
Cl é medido através da decomposicéo do carbonato e bicarbonato presente na
amostra, formando CO,, que é quantificado da mesma forma que o CT. As
curvas de calibragcdo, tanto para a medida do Cl quanto do CT foram
confeccionadas utilizando como composto padrédo o biftalato de potassio nas
faixas de concentracbes entre 1 mg/L a 100 mg/L. A Figura 15 mostra o

aparelho utilizado no presente estudo.
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Figura 15. Aparelho utilizado para monitoramento do COT.

3.3.6 Cromatografia idnica

Com finalidade de explorar o efeito da degradacdo da PM em solucéo
aquosa foi monitorada a liberacdo de ions que poderiam estar sendo formados
durante do processo de degradagdo UV e UV/H,O, ao longo das faixas de
tempo. Devido a presengca dos atomos de enxofre, nitrogénio e fosforo na
molécula da PM, os anions monitorados foram nitrito (NOy), nitrato (NO3),
sulfato (SO4?) e fosfato (PO,>).

Para acompanhar a evolucdo da liberagédo de ions nitrito (NO3), nitrato
(NOy), fosfato (PO,>) e sulfato (SO,%) formados ap6s o tratamento do MP
pelos processos de UV e UV/H,0, foram realizadas analises por cromatografia
ibnica. Um exemplo de cromatograma obtido durante a construcdo da curva de
calibracdo pode ser observado na Figura 16. O cromatégrafo de ions utilizado
para estas determinac¢des foi 0 modelo ICS90 da DIONEX® com supresséo e
detector de condutividade. Utilizou-se coluna de separacao, precedida por uma
pré-coluna. Como eluente foi utilizada uma solucdo de carbonato de sodio
(concentracéo de 8 mmol.L™). O tempo de corrida de cada determinacéo foi de

15 min e os tempos de retencdo para os ions sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10. fons inorganicos monitorados, resultantes do processo de
degradacgéo da PM.

Composto Retencao (min) Slope R* (%)

Nitrito 6,25 1,380 99,99
Nitrato 8,67 1,644 99,96
Fosfato 12,28 0,771 99,99
Sulfato 13,64 1,859 99,99

Segundo Leite (2008), neste sistema a separacdo cromatografica é
seguida de uma deteccdo condutimétrica, seguida da neutralizacdo da fase
moével (NaOH) com uma membrana supressora. A membrana supressora
realiza a eletrolise da agua, gerando prétons (H"), que s&o trocados por ions
Na+ na fase moével neutralizando a mesma.

ECD_1
10, =

cloreto - 5,373

a.

8,0

40

& - nitrite - 6,257
8 - suffato - 13,633

brometo - 7,843
7 - nitrato - 8,663

B - brometo - 7 f
sul

1- fluoreto - 3,813
& - fosfato - 12283

min|

Figura 16. Cromatograma obtido de amostra padrdo, composta de varios ions,
durante a construgcdo da curva de calibracdo, com o tempo de
retencdo e deteccao dos ions.

As condi¢des cromatogréficas empregadas na determinagéo dos ions de
MP foram: coluna Dionex ion Pack (250 x 2,0 mm, 5 pm), fase movel
constituida de uma solucdo aquosa de carbonato de sédio 8 mmol/L, fluxo: 1,6
mL/min, volume de injegdo de 200 pL, corrente da supressora de 30 mA e
temperatura do forno de 30 °C. Como regenerante foi utilizada uma solucgéo de

acido sulfurico, na concentracédo de 25 mmol/L.
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3.3.7 Descricdo dos ensaios biolégicos

A seguir sdo descritos 0s ensaios biologicos, realisados no LabPol -
COPPE, utilizados para avaliar a toxicidade da parationa metilica, antes e apds
os tratamentos propostos. Os procedimentos experimentais foram divididos,
para fins didaticos, em ensaio com sementes de cebola (Allium cepa) através
do ensaio preliminar de germinagao e ensaio de citotoxicidade, genotoxicidade
e mutagenicidade e ensaio de atividade estrogénica, através do ensaio YES.

3.3.7.1 Ensaios citogenéticos em Allium cepa

Foram utilizadas sementes de cebola comum da espécie Allium cepa (2n
=16), da variedade Baia Periforme, marca ISLA®, todas de um mesmo lote,
adquiridas comercialmente da Central de Abastecimento do Estado da
Guanabara (CEASA). As sementes ficaram estocadas em dessecador, sob

vacuo e abrigadas da luz para garantir o vigor dos organismos.

Os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em
células meristematicas de Allium cepa foram realizados de acordo com o

protocolo estabelecido por Grant (1982), adaptado por Marin-Morales (2005).

3.3.7.1.1 Procedimento de exposi¢cdo das sementes

Sementes de Allium cepa, dispostas em placas de Petri forradas com
papel filtro, foram colocadas para germinar em agua ultra pura, até que as
raizes atingissem o tamanho de aproximadamente 1,5 cm de comprimento, o
que demorou, em meédia, 5 dias. AplOs este procedimento, as sementes
germinadas foram encaminhadas para a etapa de exposi¢cao, que consistiu em
transferir as sementes ja germinadas para placas de Petri contendo as trés
concentracbes estudadas de PM (30 mg/L, 3 mg/L e 0,3 mg/L), onde
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permaneceram por 24 horas. O grupo controle negativo foi mantido apenas em

agua ultra pura e o grupo controle positivo em 10 mg/L de MMS.

Transcorrida as 24 horas de exposicdo das sementes ja germinadas, as

raizes foram separadas em dois grupos:

a) grupo tratado - o grupo A apds as 24 horas de exposicdo a PM foi
imediatamente transferido para solugdo contendo o fixador Carnoy, e
posteriormente as laminas foram preparadas e examinadas ao microscopio

optico;

b) grupo de recuperacao - o grupo B apds as 24 horas de exposicao foi
transferido para placas contendo agua ultra pura, onde permaneceu por mais
48 horas, além das 24 horas de exposi¢do. Esse tempo de recuperacdo foi
utilizado para avaliar o comportamento das células danificadas, depois de

alguns ciclos de divisdo mitatica.

A fixagao dos grupos A e B no fixador Carnoy ocorreu por 6 horas em
temperatura ambiente. Apés a fixagdo, o material foi transferido para uma nova
solucédo de fixador recém preparada e armazenado em ambiente refrigerado

(4°C), até o momento da confecgéo das laminas.

As radiculas, previamente fixadas, foram lavadas em dois banhos de 5
minutos em &gua ultrapura e submetidas ao reativo de Schiff por
aproximadamente 2 horas, em céamara escura. ApOs a coloracdo dos
meristemas, as raizes foram lavadas em &agua corrente e as laminas foram

preparadas.

Foram preparadas cinco laminas por tratamento e analisadas, no
minimo, 500 células de cada uma dessas laminas, totalizando 2.500 células por
tratamento. A observacéo foi realizada em microscopia Optica, em aumento de
400 vezes, e as melhores imagens foram documentadas por fotografias. Os
desfechos analisados foram: a presenca de aberracdes cromossdmicas, a

inducdo de micronucleos e a interferéncia no processo de divisdo nuclear.
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3.3.7.1.2 Preparo e analise das laminas

As laminas foram confeccionadas a partir de raizes primarias de A.cepa,
como j& descrito anteriormente. Essa estrutura € composta de dois
componentes principais: regido meristematica, onde sdo observadas células
em processo de divisdo celular intensa, em todas as fases do ciclo celular; e a
regido localizada cerca de 1 mm acima da regido meristematica, denominada

de regiéo F;.

Na regido F1 € possivel verificar a acdo mutagénica dos agentes aos
quais as raizes foram expostas. Essa regido se caracteriza por apresentar
poucas células em divisdo celular. O desfecho que se observa nas células
desta regido € a presenca de MN, alteracdo que quando estad presente indica
gue o agente foi capaz de promover uma mutacdo celular que persistiu nos
tecidos adjacentes, formados posterior ao tecido meristematico, local este onde
a alteracéo foi originada. Na Figura 17 pode-se observar um esquema da raiz,

colocando em evidéncia as regides F; e meristematica.

Apos a acomodacdo de uma raiz ja corada pelo reativo de Schiff sobre
uma lamina limpa e identificada, foi extraida a regido meristematica e a regiao
F1 com o auxilio de uma lamina cortante e, posteriormente, o restante da raiz
foi descartado. Adicionou-se uma gota de carmim acético 2% sobre o
meristema e cobriu-se com uma laminula, e o material foi cuidadosamente
pressionado para que as células se espalhassem, facilitando sua visualizacao

ao microscopio, sem sobreposicao.

Posteriormente, as laminas foram flambadas em chama de lamparina,
com objetivo de intensificar o contraste entre o citoplasma e o nucleo. Por fim,
retirou-se 0 excesso de carmim acético da lamina, pressionando, de forma

suave, a lamina e a laminula envolvidas por um papel filtro.

Apoés o preparo das laminas, cada campo foi observado no microscépio
Optico para os seguintes levantamentos: numero total de células presentes;
células em interfase e em divisao celular mitética (préfase, metafase, anafase e

teléfase), independente delas estarem ou ndo com alguma anormalidade;
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células interfasicas portadoras de anormalidades (irregularidades na
morfologia, microndcleos) ou em processo de morte celular e células mitoticas
portadoras de anormalidades, nas suas diversas fases (aderéncias
cromossOmicas, poliploidias, C-metafases, quebras, perdas cromossdmicas,

pontes e atrasos cromossémicos).

(o) g G

Em destaque a regido meristematica, onde se avalia a freqiiéncia de micronacleos (MN) e células portadoras de
aberrag6es cromossdmicas (AC); a regido F;, onde o desfecho avaliado € a inducéo de MN.

Figura 17. Esquema de raiz de A.cepa.

3.3.7.1.3 Andlise estatistica

Para a andlise dos efeitos citotoxicos, foram verificado os indices
mitéticos (IM) de cada tratamento. Para a andlise dos efeitos genotoxicos foram
observados todos os tipos de aberracdes cromossdmicas encontradas. Ja para
a avaliacdo dos efeitos mutagénicos foram registradas a ocorréncia de

micronucleos nas células da regiao F;.

Para comparagdo das variancias amostrais foi utilizado o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis (AYRES et al., 2006), através do software
BioEstat 5.0, para determinar as diferencas entre os grupos. Quando a
probabilidade (p-valor) da hipotese de igualdade entre as médias e variancias

for menor que 0,05, rejeita-se a hipbdtese nula e aceita-se a hipotese
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alternativa que permite afirmar, com no minimo 95% de confianca, que as

médias diferem entre si.

Esse teste ndo-paramétrico, conhecido como Teste H, destina-se a
comparar trés ou mais amostras independentes do mesmo tamanho ou
desiguais, cujos escores devem ser mensurados, pelo menos, a nivel ordinal.
O teste de Kruskal-Wallis € comparavel a ANOVA. Quando o valor de H é
significativo (p = 0,05), rejeita-se a hipétese de nulidade e aceita-se a hipotese
alternativa (AYRES et al., 2006).

3.3.7.2 Descricao do ensaio YES

O potencial estrogénico da PM foi determinado pelo ensaio in vitro YES,
realizado segundo metodologia desenvolvida por Routledge e Sumpter (1996),
adaptado por Bila (2005).

3.3.7.2.1 Descricao da cepa

Cepas geneticamente modificadas da levedura Saccharomyces
cerevisiae foram desenvolvidas com intuito de identificar as substancias que
possuem potencial de se integrar ao receptor humano de estrogénio. Este
ensaio permite a identificacdo de substancias que séo capazes de mimetizar a
acdo do estrogénio pela interagdo com o sitio receptor de estrogénio, presente

na levedura e, dessa forma elucidar uma resposta estrogénica.

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada no ensaio YES foi doada
pelo Prof. J. P. Sumpter da Universidade de Brunel, em Londres, na Inglaterra.
Amostras da cepa foram mantidas armazenadas no Laboratério de Controle de
Poluicdo das Aguas, conservadas em meio minimo com 15% de glicerol a -4°C,
com um periodo de estabilidade por até quatro meses. O procedimento para

uso desta cepa requer que na semana que anteceda o inicio de um
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experimento se utilize um novo repique que quando descongelado pode ser

mantido habil para uso em temperatura ambiente (25°C).

3.3.7.2.1 Desenvolvimento do ensaio

Para iniciar o cultivo, foi descongelado um frasco contendo o repique de
leveduras descrito no item anterior, onde foi inoculado 100 yL da solugao
estoque da levedura, 10 mL de meio de cultivo e incubado a 28°C por
aproximadamente 24 h a 100 rpm em um agitador orbital (Modelo No G 24,

New Brunswick Scientific).

As diluicdes sucessivas foram realizadas em uma microplaca de Elisa
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de 96 pocos (8 fileiras de 12 pocos).
As amostras foram dispostas em fileiras intercaladas com o controle positivo
(curva padrdo de 17 B—estradiol) e o controle negativo (apenas etanol). Nas
fileiras utilizadas para o controle negativo foram adicionados 100 pL de etanol
absoluto nos 12 pogos. A curva padrao foi realizada pela adicdo de 100 uL de

etanol absoluto em todos 0s pocgos, exceto no primeiro.

No 1° poco da curva foram adicionados 200 pyL da solugcado de 178—
estradiol na concentragao de 27,23 pg/L, sendo retirados 100 uL e transferidos
para o 2° poco, homogeneizando-o; em seguida, foram retirados 100 uL do 2°
poco e transferidos para o 3° poc¢o, e assim sucessivamente até o 12° poco das

suas fileiras.

Em uma placa de diluicdo, da mesma forma que na placa padrdo, as
diferentes concentracbes de MP foram dispostas em fileiras de 12 pocos,
intercaladas com o controle negativo (branco) sendo iniciado com a
concentracdo de 0,6 mg/mL. Apdés o preparo da diluicdo seriada, foram
transferidos 10 yL de cada poco da placa de diluicdo para os pogos da placa
do ensaio, inclusive das fileiras dos controles negativo e positivo. ApGs a
evaporacao total do etanol, foram adicionados 200 pL do meio de analise em

cada poco da placa. Em seguida, as placas foram fechadas e seladas com fita
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crepe. Em seguida, a placa foi agitada por dois minutos e incubada a 30° C por
72 horas em estufa, modelo 410 da marca Nova Etica.

Apés a incubacao, as microplacas foram agitadas no agitador orbital e,
posteriormente, mantidas em repouso por um periodo de 1 hora, depois do
qual a absorbancia foi lida a 540 nm, para leitura da cor, e 620 nm, para
medicdo da turbidez, usando um leitor de microplacas de 96 pocos da
Molecular Devices THERMOmax®, conforme observado na Figura 18.
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Figura 18. Inicio do ensaio, placa de 96 poc¢os contendo o meio de cultivo
(esquerda) e agitador de placas (direita).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DA DEGRADACAO DA PM

No presente estudo foi avaliada a degradacéo do praguicida PM atraves
de aplicacdo do tratamento H,O,/UV. Também foi realizado o tratamento
apenas com a radiacdo UV e o H,O; isoladamente, com o intuito de verificar a
contribuicdo de ambos na degradacéo do composto.

4.1.1 Extracdo em fase solida

O monitoramento da degradacdo da PM contou com uma etapa de
extracdo em fase soélida (EFS) para melhorar sua quantificacdo, que se
encontrava em baixas concentragdes nas matrizes estudadas. Assim, a
eficiéncia da EFS é que determina a validacdo do método empregado para
quantificar o praguicida. A Tabela 11 apresenta os valores de porcentagem de

recuperacdo da PM para o cartucho C18 da Varian® utilizado.

Segundo Thompson e colaboradores (1989), a recuperacdo pode ser
definida como a proporcdo da quantidade da substancia de interesse
adicionada na porcdo analitica do material teste, que é extraida e passivel de
ser quantificada. Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de
residuos geralmente estéo entre 70 e 120% (RIBANI, 2004).

Tabela 11. Recuperacao da PM apds a etapa de extracdo em fase sélida.

PM (mg/L) % Recuperacdo IC 95%(-) IC 95%(+) Var DP Erro

0,05 96,41 92,51 100,30 246 157 0,91
0,1 93,39 89,52 97,26 243 1,56 0,90
1 87,54 82,65 92,44 3,89 197 1,14
3 84,32 81,97 86,70 0,89 0,94 0,55
30 20,11 18,38 21,83 0,48 0,70 0,40

IC=intervalo de confianca; Var=variancia; DP=desvio padrédo

A concentracéo inicial de PM utilizada para os ensaios biologicos e de
fotodegradacao escolhida como a concentragéo inicial foi 30 mg/L, em funcgao
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da limitacdo das técnicas cromatograficas. Como a faixa de recuperacdo néo
foi satisfatéria para esta concentragéo, foi realizada a diluicdo de dez vezes das
amostras apos o tratamento, de forma a se atingir uma faixa que apresentasse
uma boa eficiéncia de EFS. Esses resultados eram esperados, pois na
concentracdo de 30 mg/L ha uma rapida saturacdo da fase do cartucho e a
maior parte da PM passa diretamente pelo cartucho. Deve-se salientar que
esta técnica é recomendada quando se quer identificar baixas concentracdes

dos compostos de interesse.

Desta forma, os resultados obtidos para o estudo de recuperacao da PM
apos etapa de EFS sdo considerados adequados e validam a metodologia
empregada para determinagdo deste composto em baixas concentragoes,

abaixo de 3 mg/L.

4.1.2 Cromatografia gasosa (CG/FID)

A metodologia para identificagcdo de organofosforados habitualmente
encontrada na literatura € realizada através de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) ou por cromatografia em fase gasosa com detector
de nitrogénio/fosforo (GC/NPD). Por ndo dispor de equipamentos especificos
na ocasido da execucdo dos ensaios, optou-se por utilizar a cromatégrafia
gasosa com detector FID. O monitoramento da degradagédo da PM pelo
processo H,O,/UV foi seguido da etapa de extragdo em fase sdlida (EFS) para
aumentar o limite de quantificagdo do composto. A Figura 19 (a), (b) e (c)
apresenta o cromatograma obtido com o CG/FID, onde se pode observar o pico
da PM e do solvente e a curva padrdo obtida através de injecdes realizadas em

guintuplicatas.
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Figura 19. Cromatograma obtido para a PM em solugéo de acetato de etila.(a)
corrida cromatrografica mostrando o pico do solvente e do PM
destaque; e(b) detalhe ampliado da area do pico de PM; (c) Curva
de calibracéo obtida.
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4.2 CINETICA DA REACAO DE FOTOLISE

Avaliou-se a degradacdo do praguicida apenas pela fotélise, ou seja
apenas pela irradiacdo UV. Nos ensaios de fotdlise do praguicida com a
lampada UV-C (A = 254 nm) observou-se uma reducédo da concentracdo do
composto, atingindo uma eficiéncia de degradacdo de 83% apods 120 minutos
de exposicédo, conforme observado na Figura 20. Estes resultados mostram

que a PM é extremamente sensivel a radiacdo UV e degrada rapidamente.

Ao foto-irradiar o peroxido de hidrogénio com radiacdo UV-C foi
observado um aumento na velocidade de degradacdo do composto (Figura 20)
em relagdo aos ensaios de fotdlise. O uso do H,O, nas razdes molares
H.O,/PM iguais a 1 e 2 melhorou a eficiéncia de degradacdo do composto para

99% apos um periodo de oxidacdo de 100 min e 20 min, respectivamente.
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Figura 20. Degradacdo da PM em agua ultrapura, onde [PM]o= 30 mg/L.

Para avaliar apenas a participacdo do H,O, na degradacdo da PM foi
adicionado peroxido de hidrogénio em 1L de amostra (PMy=30 mg/L) e foram
retiradas aliquotas em trés momentos: 30 min, 60 min e 120 min. Em seguida,
apos passar por técnica de EFS a amostra ja eluida foi injetada no CG/FID. A
Tabela 12 mostra que ndo houve degradacao significativa da PM apenas pela

adicao do H,0O,, nas razbes molares [H,0]:[PM] 1 e 2 até 120 min de contato.

Tabela 12. Avaliacdo da degradacdo da PM tratada apenas com H,0,, ap0s
técnica de EFS.

Omin 30min 60min 120 min
25,89 25,73 24,95 24,35

Conc. da PM (mg/L)

[H20,):[PM] =1
% Degradacéo 0 0,24 0,93 0,54
Conc. da PM (mg/L)
2589 2535 25,12 23,18
[H20,]:[PM] =2
% Degradacdo 0 0,31 0,15 0,23
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Os dados de degradacdo da PM puderam ser ajustados segundo um
modelo cinético de pseudo-primeira ordem com valores de correlacao linear
elevado, conforme observado na Figura 21. Os valores das constantes

cinéticas aparentes obtidas foram iguais a 0,0144; 0,0484; 0,2024 min* para a

fotdlise.
6.0 1 y = 0,0484x + 0,0639
R? = 0,9938 cuv
5.0 1 y=0,2024x + 0,0597 - BUV/H202(1:1)
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=40 , )
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Figura 21. Constantes da taxa de reacdes da PM em agua ultrapura, onde
[PM]o= 30 mgl/L.

As taxas de degradacdo foram influenciadas tanto pela fotdlise quanto
pelo processo UV/ H,0,, revelando que a emissao de radiacdo (7,8 pEinstein
L™ s™") foi energética o suficiente para romper ligacbes de grupamentos
moleculares presentes na PM. Em relagdo a degradagado via radicais *OH,
verifica-se que a concentracdo do H,O, utilizada alterou significativamente a
taxa de reacdo. O incremento da concentracéo de H,O, provavelmente levou a
uma maior geragdao dos radicais *OH que foram os responsaveis pela

degradacgdo mais rapida da PM.

A influéncia da concentragdo inicial de H,O, sobre a cinética de
degradacédo da PM pode ser claramente observada a partir das curvas obtidas.

Além disso, observa-se que o incremento da concentracédo inicial de H,O, na
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reacao em duas vezes fez aumentar o valor da constante cinética em mais de 4

vezes.

A adicdo de H,0O, ao sistema resultou em uma melhora da redugéo da
matéria organica. Isolados, a radiacao ultravioleta, bem como o H,O, em nada
contribuiram para a mineralizacdo da PM. De acordo com os dados do
presente estudo obtidos da cromatografia gasosa € possivel afirmar que houve
a degradacao parcial da PM pela exposicéo a radiacao ultravioleta. No entanto,
de acordo com a Figura 22 ndo ocorreu a mineralizacdo completa da PM,

indicando que provavelmente ocorreu a geracado de subprodutos organicos.

Apds um periodo de oxidacdo de 60 minutos foi possivel observar a
reducao da fracao residual de COT de 85 (15) % para 60 (40)% de remocao da

matéria organica quando a razdo molar H,O,/PM aumentou de 1 para 2.
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Figura 22. Mineralizagdo da PMy = 30mg/L, ap0s tratamento UV e
UV/H,0,, nos tempos reacionais.

4.2.1 Avaliacdo da degradacéo de PM utilizando espectrofotometria de
UV visivel

Com objetivo de investigar a formacdo e eventual degradacao de
compostos intermediarios durante os tratamentos, as reacdes fotocataliticas

foram monitoradas através de espectroscopia UV-vis em funcao do tempo.

A Figura 23 mostra uma reducdo e deslocamento do pico da PM no
comprimento de onda de A= 278 nm apds tratamento com aplicacdo da
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radiacdo UV. Provavelmente, a degradacdo da PM esta associada a abertura

do anel aromatico. Observa-se que ap6s 60 min de irradiacdo ainda ha

absorcdo em A= 278 nm, mostrando que a PM foi parcialmente degradada.

Estes

resultados

cromatografia.
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Figura 23. Espectros de absorbancia da PM em agua ultrapura, nos diferentes
tempos de reacdo, obtidos durante o tratamento com UV.

pelo processo UV/H,0,,

nas razodes

Nas Figuras 24 e 25 tém-se as varreduras das amostras de PM tratadas

[HOoJ/[PM] iguais a 1 e 2,

respectivamente. Foi possivel observar que na presenca de H,O, o pico

declinou mais rapidamente do que aquele observado apenas com a radiacéo

UV, ou seja houve uma maior degradacao da PM.
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Figura 24. Espectros de absorbancia da PM em agua ultrapura, nos diferentes
tempos de reacédo, obtidos durante o tratamento com UV/H,0, na
razao [H.0,]/[PM] de 1.

A espectroscopia fornece evidéncias da presenca de varios grupos
funcionais da estrutura organica, indicando que houve o desaparecimento da
PM no tratamento UV/H,O, na razdo [H,0])/[PM] de 2, como observado na

Figura 25.
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Figura 25. Espectros de absorbéancia da PM em agua ultrapura, nos diferentes
tempos de reacédo, obtidos durante o tratamento com UV/H,0, na
razéo [H.0,]/[PM] de 2.

Wang e colaboradores (2007) avaliaram através de espectrofotometria a
PM diluida em agua pura e encontraram um Unico pico no comprimento de
onda de 278 nm, igualmente ao encontrado no presente estudo, conforme

apresentado na Figura 26 A.

Em trabalho realizado por Moctezuma et al. (2007), a reacao
fotocatalitica da PM em presenca de TiO, foi monitorada usando
espectroscopia UV-vis em funcao do tempo, como mostrado na Figura 26 B. A

banda de absorcéo caracteristica do 4-nitrofenol em 399 nm (PAIVA, 2001) foi
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observada logo no inicio da fotélise (entre 0,5 e 2,0 h). No entanto, apés
fotélise estendida (2,0-8,0h) esta mesma banda diminuiu de intensidade e

eventualmente desapareceu.
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Degradagao fotocatalitica de PMo = 50 ppm( em solugdo de agua pesada, usando como catalisador TiO,(0,2g/100ml),
apos 1,2,4,6 e 8h de reagéo [Adaptado de Moctezuma et al., 2007] (B) 1: solugéo original de PM, = 50 ppm, onde (1)
solucéo de PM antes do tratamento; (2) nanoparticulas de TiO»; (3) microparticulas de TiO; (4) somente ultrassom; (5)
ultrassom combinado com nanoparticulas de TiO,. (6) ultrassom combinado com micron particulas de TiO, [Adapdado
de Wang et al., 2007].

Figura 26. Espectrofotometria da PM em solugdo de TiO,. [Adaptado de
Moctezuma et al.,2007; Wang et al., 2007]

No presente estudo as aliquotas retiradas para andlise de
espectrofotometria foram realizadas em até 60 min, ja que antes deste
momento havia resultados que mostravam a completa degradacdo de PM, com
auséncia do pico caracteristico (A=278 nm). Logo, nos experimentos com UV e
UV/[H.0,]/[PM] igual a 1, ndo foi possivel acompanhar a evolucdo da formacao
do pico no comprimento de onda de 399 nm, como observado por Moctezuma
(2007) e Wang (2007). Entretanto, no tratamento UV/[H.O,)/[PM] igual a 2, foi
observado uma melhor eficiéncia de degradacéo, que ndo tornou a observacéo
possivel de absorbéancia em qualquer comprimento de onda, o0 que sugere que

o mecanismo de degradacédo da PM foi bastante acentuado nestas condigdes.

4.2.2 Monitoramento do pH
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Com a finalidade de investigar se ocorria alteracdo no pH da solucao de
PM na concentracgao inicial de 30 mg/L nas diferentes condi¢bes de tratamento:
UV apenas e UV/H,;0,, nas razdes [H,0,]/ [PM] de 1 e 2, foi monitorado o valor
do pH durante 60 minutos, com aliquotas retiradas a cada 10 minutos,

conforme a Figura 27.
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Figura 27. Evolucdo do pH em funcdo do tempo nos tratamentos UV e
UV/H,05.

A aplicacdo de processos quimicos fundamentados na oxidacdo dos
contaminantes pela reagcdo com oxidantes fortes, como o radical *OH, pode n&o
promover rapida mineralizacdo dos contaminantes a CO,, havendo a formacéo
de uma grande variedade de sub-produtos de degradacédo, em geral, acidos
organicos (MELO et al., 2009). Provavelmente, ndo houve importante producéo
de acidos organicos, o que fez com que o pH se mantivesse praticamente
inalterado quando foi aplicado o processo UV isoladamente, sem a combinacéo
do H,0..

Moctezuma e colaboradores (2007) estudaram a degradacao
fotocatalitica da PM usando diéxido de titdnio como catalisador, e identificaram
derivados aromaticos, como metil paraoxon, 4-nitrofenol, 4-hidroquinona,
benzoquinona e alguns acidos carboxilicos (maleico, acético, formico e oxalico)

e ions inorganicos.
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Diagne e colaboradores (2007), apds tratar solucbes de PM pelo
processo eletro-fenton, identificaram e quantificaram compostos arométicos
e alifaticos, como compostos intermediarios da reacdo. Os autores relatam a
ocorréncia de varios acidos carboxilicos, gerados pelas reacdes de abertura de
anel, onde os acidos oxalico, maleico, glicolico, férmico e acético foram

detectados, conforme observado na Figura 28.
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Figura 28. Formacdo de acidos carboxilicos. [Adaptado de Diagne e
colaboradores (2007), onde a degradacédo da PM levou a formacéo
de &cidos carboxilicos].

No presente estudo, nos tratamentos utilizando H,O, combinado com a
radiacdo UV, foi observado um nitido decaimento do pH, o que provavelmente
contribuiu para que ocorresse a aceleracado do processo de degradacao. Isso
porque sob condicdes altamente acidas, a PM e os compostos intermediarios

sofrem rapida degradacéo.

Moctezuma e colaboradores (2007) avaliaram a degradacdo da PM em
solucdo aquosa no pH de 1, 3 e 4, na concentracdo de 50 ppm, a fim de
investigar a sua influéncia sobre degradacéo da PM. Os dados obtidos indicam
que em um primeiro momento a degradagéo fotocatalitica da PM forma o metil
paraoxon e esta conversdo nao € afetada pelo pH do meio. Por outro lado, a
oxidacdo fotocatalitica do metil paraoxon € fortemente influenciada em pH
acido. Em condicfes basicas, ainda ocorre a degradacédo da PM, mas de forma
significativamente mais reduzida (MOCTEZUMA et al., 2007).
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Desta forma, € possivel sugerir com base nos dados obtidos no presente
estudo que a degradacdo da PM independe do tratamento (UV isoladamente
ou combinado com o perdxido de hidrogénio), pois sdo gerados 0s mesmos
compostos intermediarios. A diferenca € a rapidez com que ocorre a

degradacdo da PM e dos compostos intermediarios.

4.2.3 Analise de carbono organico total (COT)

Estudos foram realizados com o objetivo de verificar se os processos UV
e UV/H;0, foram capazes de mineralizar a PM, ou seja, transformar o carbono
organico presente na molécula em CO, e &gua. Na Figura 29 tem-se o
resultado da remocdo de carbono organico total em funcdo do tempo de

reacao.
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Figura 29. Reducéo do COT em func&o do tempo de reagéo.

O COT tedrico é calculado pela relacdo da massa molecular da PM e a
massa de carbono presente em sua molécula. A concentracdo de COT tedrica
para a concentracado de 30 mg/L, igual a 10,94 mg de C/L foi muito préxima da
concentracdo encontrada através de metodologia utilizada. A Figura 30 mostra

a curva de decaimento da PM, acompanho por CG e COT.

No estudo realizado por Moctezuma e colaboradores (2007) os autores
avaliaram a degradacao fotocatalitica da MP em solucdo aquosa (50 mg/L)
utilizando como fotocatalisador o TiO, (0,2 g/100 mL de solug&o) e um fluxo de
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100 mL/min de oxigénio. As mudancas na composicdo da mistura de reacao
foram monitoradas por HPLC e COT. Os resultados experimentais mostraram
que a PM foi rapidamente oxidada em outros compostos organicos. No entanto,
os resultados de COT também mostraram que as espécies intermediarias
organicas permaneceram na solucdo durante varias horas sendo parcialmente
mineralizadas em CO; e agua (MOCTEZUMA et al., 2007).
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Figura 30. Monitoramento da degradacdo da PM em cromatografia e
decaimento do COT.

Os autores ainda relatam que em pH &cido, entre 2 e 4, foi observada
uma conversao consideravel de COT (90%), indicando que tanto a PM quanto
0s compostos intermediarios foram mineralizados. Em contrapartida, em pH 9,
uma remocao de apenas 60% do COT foi atingida, sugerindo que os produtos
intermediarios de reacado sao apenas parcialmente oxidados, e que novamente

0 pH teve uma forte influéncia na diminuicdo de COT (Moctezuma et al., 2007).

Diagne e colaboradores (2007) avaliaram a mineralizagdo da PM em
solucdo aquosa através da reducdo dos valores de COT durante o processo
eletro-Fenton. A reducdo de COT pdOde ser atribuida a oxidacdo da PM por

radicais hidroxila gerados pelo reagente de Fenton durante o processo. A
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eficiéncia de mineralizacédo foi maior em pH igual a 3 quando comparada com
0s experimentos realizados com pH de 4 e 1. A cinética de mineralizacao foi
ligeiramente mais lenta em pH = 4 que em pH = 3, e muito pobre em pH = 1.
Apos 9 h de eletrdlise, o percentual de remocao de COT foi de 32% e 43% em
pH =1, 87% e 96% em pH = 4 e 89% e 100% em pH = 3, respectivamente,

para correcao com acido sulfarico e acido perclérico (DIAGNE et al., 2007).

4.3 AVALIACAO DOS IONS INORGANICOS GERADOS DURANTE
A DEGRADAGAO DE SOLUGCAO AQUOSA DA PM

Com a finalidade de explorar a degradacdo da solucdo aquosa da PM,
foi monitorada a liberacéo de ions que poderiam estar sendo formados durante
0 processo de degradacéo pelos processos UV e UV/H,0; ao longo do tempo.
Devido a presenca dos atomos de enxofre, nitrogénio e fésforo na molécula da
PM, os anions monitorados foram nitrito (NO>), nitrato (NO3), sulfato (SO.%) e
fosfato (PO,>).

As Figuras 31, 32, 33 e 34 mostram a evolucdo de concentracdo dos
ions sulfato, fosfato, nitrato e nitrito. De acordo com Diagne e colaboradores
(2007), os ions sulfato sdo os primeiros a serem liberados apés a
dessulfurizacdo da molécula original da PM em seus derivados oxigenados,

como o metil paraoxon.

Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo indicam que no
tratamento da PM pelo processo UV/H,0,, na razdo [PM]/[H,0,] igual a 1:2, a
formacdo do anion sulfato foi mais evidente do que observado no tratamento
apenas com UV, conforme observado na Figura 31. Esses resultados
concordam com os relatados anteriormente, como a degradagao da PM pela
CG, varreduras no UV e remocéo de COT.

115



1,8
1.6 1 e\
1,4 1 -=-UV/ H202 1:1

.27 UV/ H202 1:2
1 4

08
0,6 /'/
0,4 - . —
0,2 -/

0+

S0:* (mg/L)

10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 31. Liberacao de ions sulfato formados durante os diferentes processos
de degradacao da PM em solucdo aquosa (PMg =30mg/L).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a concentracao
de fosfato aumenta progressivamente a medida que ocorre a degradacao de
PM desde a primeira hora, conforme observado na Figura 32.

Os resultados obtidos por Moctezuma e colaboradores (2007) mostram
gue o aumento da concentracdo de fosfato no meio aquoso foi mais lenta, sé
aparecendo apés 3 horas de tratamento, o que provavelmente ocorreu devido a
presenca de TiO, no meio reacional, um agente adsorvente de fosfato e,
provavelmente, s6 passou a ser detectado no meio reacional apos a saturacdo
do TiO,.
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Figura 32. Liberacdo de ions fosfato formados durante os diferentes processos
de degradacédo da PM em solucao aquosa (PMo =30mg/L).
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Os resultados do monitoramento do nitrito, apresentados na Figura 33,
mostram uma elevacao seguida de uma queda progressiva na concentracao de
nitrito, concomitante a uma elevagdo progressiva na concentracdo de nitrato
(Figura 34), resultado também observado no trabalho de Moctezuma e
colaboradores (2007), o que pode indicar a conversao de nitrito em nitrato

devido a presenca de espécies oxidantes no meio aquoso.
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Figura 33. Liberagdo de ions nitrito formados durante os diferentes processos
de degradacéao da PM em solucao aquosa (PMo =30mg/L).
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Figura 34. Liberacdo de ions nitrato formados durante os diferentes processos
de degradacéao da PM em solucdo aquosa (PMo =30mg/L).

A medida que o processo de degradacdo de PM ocorre, outros
derivados nitrogenados, tal como o cation aménio ou mesmo outros éxidos de
nitrogénio, podem ser produzidos (DIAGNE et al., 2007). Desta forma, um
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processo similar ao da mineralizacdo de compostos carbénicos em derivados
mais simples, também o nitrogénio pode estar sendo transformado em formas

mais simples.

A Figura 35 mostra a evolucdo dos ions por tratamento, que foram
liberados ao longo do tempo através da aplicacdo da radiacdo UV e do
processo UV/H,0,. Dados obtidos no presente estudo indicam que o fosfato é
o primeiro ion a ser liberado quando a degradacdo ocorre apenas com a
exposicao da solucdo de PM a radiacdo UV isoladamente. No entanto, a adicédo
de peroxido de hidrogénio parece ter direcionado a via de degradacdo no

sentido de liberar sulfato.

A radiacdo ultravioleta fornece energia necesséria para a quebra de
moléculas e ligacdes de novas. No entanto, a presenca do oxidante, na forma
de peroxido de hidrogénio, como fornecedor de espécies reativas de oxigénio
(hidroxila, anion peréxido) deve influenciar a formag&o de novos intermediarios,

COmMO anions organicos e inorganicos.
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Figura 35. Liberacdo de ions formados durante a fotodegradacdo da PM, por
tratamento.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1 Ensaio YES

Como ja descrito anteriormente, na determinacdo da atividade
estrogénica pelo ensaio YES, o potencial estrogénico das amostras € medido
colorimetricamente pela mudanca de cor do substrato cromogénico (CPRG)
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presente no meio reacional. O substrato € metabolizado pela enzima -
galactosidase, que € produzida como resposta a ligacdo da substancia
estrogénica no receptor estrogénico (RE) da levedura. Assim, quando uma
substancia estrogénica esta presente no ensaio YES, a coloracdo do meio de

analise muda de amarelo para rosa.

A Figura 36 mostra uma fotografia da microplaca onde percebe-se uma
mudanca da coloracdo inicial (amarelo), indicando que a PM, nas
concentracbes de 30 mg/L e 15 mg/L expressou resposta fracamente
estrogénica. As concentragdes maiores (150 e 300 mg/L) ndo puderam ser
avaliadas em relacdo a resposta estrogénica por terem causado inibicdo no

crescimento das leveduras.
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Figura 36. Placa de 96 pocos, ensaio YES. Resposta estrogénica do 17f-
estradiol (12 e 32 linhas da placa); a PM (52 e 72 linhas da placa) no
ensaio YES e branco/etanol (22, 42,62 e 82 linhas ).

O ensaio YES foi realizado a partir da concentragcdo de 300 mg/L, que
corresponde ao valor real da concentragdo da PM no primeiro poco de cada

placa de analise de 15 mg/L, apds a adicdo do meio de analise (200pL).

O 17B-estradiol € um padrdao dos ensaios de atividade estrogénica,
sendo assim, é usado como controle positivo no ensaio YES para demonstrar a

resposta estrogénica. Na Figura 37 observa-se a curva dose-resposta do 17f3-
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estradiol e uma curva dose-resposta da PM, onde o 17pB-estradiol foi diluido em

etanol e a PM em agua.

Como controle positivo, foi utilizada uma curva dose-resposta do 17[3-
estradiol que foi realizada em todos os experimentos, produzida na faixa de
54,4 pg/L a 26,61 ng/L. A CE(l)so foi de 3,83 +£ 0,3 pg/L. Observa-se que a
curva dose-resposta obtida est4 de acordo com a literatura validando os testes
aqui realizados (MILLER et al., 2001; BILA, 2005).
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Figura 37. Curva dose-resposta do 17B-estradiol e da PM na concentracdo de
15 e 30 mg/L.

Dados obtidos no presente estudo através do ensaio YES indicam que a
PM teve uma fraca atividade estrogénica. Resultado semelhante foi encontrado
por Petit e colaboradores (1997), onde os autores avaliaram a atividade
estrogénica em leveduras com receptor de estrogénio e em culturas de células
de hepatocitos de truta, para a inducdo do gene da vitelogenina. Os autores
observaram que no segundo método (in vivo) a resposta estrogénica foi bem
mais pronunciada, sugerindo que sua atividade estrogénica pode estar
relacionada com a presenca de intermediario ativo, metabolizados pelas

células hepaticas.

Segundo Petit et al (1997), o ensaio Yes ndo pareceu ser habil na
elucidacdo da resposta estrogénica para a PM, em concordancia com o0s
resultados obtidos no presente estudo. Outros métodos como cultivos
celulares, a exemplo do citado anteriormente de cultura de hepatocitos, pode

ser uma alternativa promissora para avaliacdo de desreguladores enddécrinos.
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4.4.2 Ensaio com A. cepa

4.4.2.1 Avaliacao dos efeitos da PM antes da aplicacéo dos processos UV
e UV/H202

4.4.2.1.1 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio realizado com células meristematicas de A. cepa na
concentracdo de 30 mg/L de PM levou a inducdo de morte celular em uma
frequéncia baixa, que estatisticamente ndo diferiu dos controles (negativo e
positivo) , conforme observado na Tabela 13.

Tabela 13. Valor absoluto e freqiéncia (%) de células meristeméaticas de A.
cepa vivas e mortas apos a exposi¢cao a PM na concentracédo de 30
mg/L e comparacdo entre controle negativo (agua ultra-pura) e
positivo (MMS).

CN CP PM (30 mg/L)
N° Total de Células 2591 2881 3059
Células vivas 2589 (99,92%) 2878 (99,90%) 3053 (99,80)
Células mortas 2 (0,08%)* 3 (0,10%)* 6 (0,20%)*

* através da comparacgdo do teste de Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao CN.

O indice mitético, caracterizado pelo nimero total de células em diviséo
no ciclo celular, tem sido usado como um parametro para avaliar a
citotoxicidade de varios agentes. Os niveis de citotoxicidade de um agente
podem ser determinados pelo aumento ou diminuicdo do indice mitético (LEME
& MARIN-MORALES, 2009).

A partir de valores obtidos dos indices mitéticos, é possivel avaliar o
potencial de uma determinada substancia em inibir ou aumentar a proliferacao
celular. As analises do indice mitético, referentes as radiculas tratadas com a
PM por 24 horas, apresentaram um decréscimo significativo no indice de
divisao celular, conforme mostrado na Tabela 14 e na Figura 38.
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Desta forma, € possivel afirmar que a PM na concentracdo de 30 mg/L
foi capaz de inibir o crescimento das células meristematicas de A. cepa,
interferindo diretamente em sua divisdo celular. O controle positivo também
ocasionou uma discreta diminuicdo no indice mitoético e a PM na concentracéo

de 30 mg/L induziu aberracdes cromossdmicas e micronucleos.

Tabela 14. Frequéncia média das células em divisao celular (IM%), de células
meristematicas de A. cepa expostas por 24h ao controle negativo,
controle positivo e PM na concentracdo de 30 mg/L.

IM (%) IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maximo Variancia DP Erro

CN 15,28 13,81 16,75 13,76 16,67 1,40 1,18 0,53
Ccp 14,03° 12,02 16,05 1256 16,45 2,62 1,62 0,72
PM 30 mg/lL  10,84%" 9,99 11,69 9,83 11,51 0,47 0,69 0,31

Respectivos intervalos de confianga (inferior e superior), valor maximo de minimo encontrado, variancia, desvio padrao
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparacgao do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b) através da
comparagao do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP.
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Figura 38. indices mitdticos das sementes de A.cepa, nas cinco réplicas,
tratadas por 24h nos grupos: controle negativo (CN), controle
positivo (MMS) e PM 30 mg/L.

123



A diminuicdo do indice mitético de células meristematicas de
A. cepa pode ser considerada como um método confiavel para determinar a
presenca de agentes citotoxicos no ambiente, consistindo em um teste
sensivel para estimar os niveis de poluicdo e de agentes quimicos ambientais
(SMAKA-KINCL et al.,1996).

Valores de indice mitotico significativamente abaixo daqueles
encontrados no controle negativo podem indicar alteracfes, decorrentes da
acdo quimica no crescimento e desenvolvimento de organismos expostos. Ou
seja, a PM, na concentracao de 30 mg/L ocasionou um diminui¢ao significativa

das células mitdticas, o que caracteriza um efeito citotoxico.

Células meristematicas de A. cepa foram expostas nas concentracfes
de 1 e 10 mg/L de uma formulacdo comercial do fungicida ditiocarbamato,
Azzurro®, usando o solvente dimetilsulféxido. Na maior concentracdo o
fingicida causou diminuicdo do indice mitético, mas nas duas concentracfes
ele foi capaz de induzir danos citotoxicos e genotdxicos. Os autores relatam
que os efeitos do fungicida podem estar associados as anormalidades

ocasionadas nas estruturas dos microtibulos (ANDRIOLI et al., 2012).

A Figura 39 mostra o percentual de células nas diferentes fases da
mitose, onde as células meristematicas foram expostas em cinco réplicas, a
concentracdo de 30 mg/L de PM, onde é possivel observar a frequéncia de

células em profase, metafase, anafase e telofase.

Foi possivel observar que as células meristematicas de A. cepa no
controle negativo encontravam-se em sua maioria em interfase, fora do
processo de divisdo celular. Dentre as células em divisdo celular, a maioria
(aproximadamente 85%) foi observada na fase de profase, o que se justifica
pelo fato desta ser a fase mais demorada da mitose. As demais células em

interfase (o0s outros 15%) foram observadas em metafase, anafase e tel6fase.

Fernandes e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do herbicida
trifluralina utilizando células meristematicas de Allium cepa e 0s autores

relatam que o praguicida, mesmo em concentracdes de 0,84; 1,67 e 3,34 ppm,
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foi capaz de diminuir o indice mitético, indicando uma reducao significativa das
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Figura 39. Fases da mitose das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos
grupos: controle negativo (CN), controle positivo (MMS) e PM 30
mg/L.

Fases da Mitose

Srivastava & Mishra (2009) utilizaram células meristematicas de Allium
cepa e Vicia faba para avaliar danos citogenéticos causados pela atrazina. As
concentracbes de 15, 30 e 60 mg/L de atrazina causaram inibicdo do indice
mitético de forma significativa e dose-dependente. Além dos efeitos citotdéxicos
a atrazina também induziu a formacdo de micronacleos (MN) e aberracdes

cromossdmicas.

Através da Tabela 15 foi observado um aumento significativo de células
em anafase no controle positivo (MMS) e no grupo exposto a PM na
concentracdo de 30 mg/L. Esses dados sugerem que a PM além de atrapalhar
a divisdo celular, também interferiu em alguma etapa do processo de tracdo

dos cromossomos pelos microtibulos ancorados nos centriolos, resultanto em
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um numero maior de células em anafase. O que pode ter ocorrido devido a um

atraso nesta etapa da mitose.

Tabela 15. Frequéncia de células meristematicas de A. cepa expostas a
PMy=30mg/L nas diferentes fases da mitose.

Média IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maximo Var DP Erro

" CN 85,67 80,95 90,39 81,71 92,00 14,47 380 1,70
I cp 84,78 82,78 86,78 8243 8659 260 161 0,72
& PM30mglL g517 8253 87,82 83,05 87,50 453 213 0,95
w CN 478 371 5,86 400 617 075 087 0,39
g cp 3,95 2,89 5,01 2,70 494 0,73 085 0,38
= PM30mglL 48 3,30 6,35 3,39 6,25 151 1,23 0,55
N CN 2,27 1,60 2,95 1,33 274 029 054 024
ﬁ cp 6,00° 4,59 7,41 4,49 732 129 113 051
< PM30MOL 533 01 7,76 3,13 714 381 195 087
" CN 7,27 3,44 11,11 2,67 10,98 9,54 3,09 1,38
s cp 527 2,77 7,78 244 811 4,08 2,02 0,90
k. PM30mg/L 467 0,42 8,92 1,43 10,17 11,73 342 1,53

Respectivos intervalos de confianca (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, varincia, desvio padréo
(DP) e erro. Onde: (a) através da compara¢éo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN.

4.4.2.1.2 Aberracdes cromossémicas (AC)

As AC ocorrem em decorréncia de mudancas na estrutura normal dos
cromossomos, resultantes de quebras ou trocas de material cromossdmico,
bem como de alteragdes no numero total de cromossomos (RIBEIRO, 2003),
podendo ocorrer espontaneamente ou como resultado da exposi¢cdo a agentes

guimicos ou fisicos.

A maioria das aberracdes cromossdémicas ocasiona a morte celular das
células alteradas. As células portadoras de AC que ndo morrem, podem se
tornar viaveis e causar danos genéticos em células somaticas ou germinativas
(SWIERENGA et al., 1991).

Nos ensaios realizados com células meristematicas de raiz de A. cepa, o
grupo controle negativo, como esperado, apresentou poucas anormalidades
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quando comparado com o controle positivo e o grupo exposto a PM, como
mostrado na Tabela 16. A analise dos efeitos genotoxicos, medidos através da
frequéncia de aberracées cromossOmicas, apontou resultados significativos

apos a exposicao a PM (30 mg/L).

Tabela 16. indice de células com aberraces cromossémicas. Relac&o entre o
total de células portadoras de aberragBes cromossémicas e total de
células observadas na mitose.

AC% Média IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maéaximo Variancia DP Erro
CN 0,49 0,34 1,33 0,00 1,23 045 0,67 0,30
MMS 11,68° 10,39 12,97 10,81 13,41 1,08 1,04 0,46
PM30mg/L 1301* 10,95 15,06 11,43 15,63 2,74 1,65 0,74

Respectivos intervalos de confianca (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio padréo
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparagéo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN.

As sementes de A. cepa expostas a concentracao de 30 mg/L exibiram
altas frequiéncias de aberracdes cromossdmicas, destacando as anafases com
pontes cromossomicas e as perdas cromossomicas, como apresentado na
Tabela 17. As Aberracdes cromossémicas (AC) sdo reconhecidas como
importantes consequéncias de acdes genotoxicas de agentes quimicos
(NATARAJAN, 2002), as quais muitos organismos, inclusive o homem, estéo

expostos.
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Tabela 17. Alteracbes observadas em células meristeméticas de A. cepa, nas cinco réplicas, nas distintas fases da mitose e

frequéncia de aberragbes cromossOmicas por lamina, para CN, CP e PM.

Controle Negativo Controle Positivo PM 30 mg/L
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
PROFASE
Célula binucleada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
METAFASE
Aderéncia cromossémica 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
C-metafase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Perda cromossdmica 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
ANAFASE
Ponte cromossdmica 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 2 1 0
Perda cromossémica 0 0 0 0 0 6 4 5 7 5 4 5 6 3 3
Atraso cromossdmico 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
Aderéncia cromossémica 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TELOFASE
Aderéncia cromossémica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Perda cromossbmica 0 0 0 0 0 1 2 3 2 1 4 2 2 2 3
Ponte cromossbmica 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total de N° de AC 0 1 0 0 1 10 11 9 9 8 9 9 10 7 8
Frequénciade AC (%) 0,00 0,19 0,00 0,00 0,20 1,85 1,74 157 1,65 136 1,44 1,42 1,70 1,16 1,31
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4.4.2.1.3 Mutagenicidade

Foi avaliado o numero de MN em células de A. cepa antes e ap0s o
tratamento de recuperacdo. Desta forma, para fins didaticos, este item foi

dividido em mutagenicidade na regido meristematica e na regiao F1.

Como ja discutido anteriormente, os MN sédo formacfes de material
nuclear que aparecem no citoplasma como pequenos nucleos satélites do
nacleo principal, formados por fragmentos de cromossomos que ndo sao
incorporados no nucleo principal das células filhas. Assim, os micronucleos

encontrados sao resultantes de danos ocasionados as células.

4.4.2.1.3.1 Micronucleo em células meristeméaticas

A Tabela 18 mostra a frequéncia de micronlicleos nas células
meristematicas de A. cepa expostas por 24h a concentracdo de 30 mg/L de
PM.

Tabela 18. Frequéncia de MN em células meristeméticas de A. cepa expostas
por 24h ao controle negativo, controle positvo e PM na
concentragéo de 30 mg/L.

MN-M IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maximo Variancia DP Erro

CN 0,08 0,00 0,21 0,00 0,20 0,01 011 0,05
cpP 3,01° 2,24 3,77 2,06 3,74 0,38 0,62 0,28
PM30mg/lL 2 2g® 1,82 2,75 1,97 2,88 0,14 0,37 0,17

Respectivos intervalos de confianca (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio padrao
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparacgéo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN.

A PM foi capaz de induzir a formagcdo de MN em uma incidéncia um
pouco menor que a encontrada no CP, mas houve efeito na indugédo de MN de

forma significativamente diferente que o CN. Esses resultados indicam que
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além de a PM induzir aberracbes cromossdmicas essas anormalidades

permanecem, concretizando-se em células mutagénicas.

4.4.2.1.3.1 Micronucleo naregido F1

A investigacdo da inducdo de MN na regido F1 teve como objetivo
avaliar o comportamento das células danificadas, depois de alguns ciclos de
divisdo mitética. A Tabela 19 mostra que a PM na concentracdo de 30 mg/L e
CP (MMS 10 mg/L) né&o induziram morte celular nas células F1 de A. cepa.

Tabela 19. Valor absoluto e frequéncia (%) de células F1 de A. cepa vivas ap0s
a exposicdo a PM na concentracdo de 30 mg/L e comparacédo entre
controle negativo (dgua ultra-pura) e positivo (MMS).

CN CP PM (30mg/L)
N° de Células F1 3024 2678 2771
Células mortas 2 (0,10%) 3 (0,11%) 4 (0,14%)

Células vivas 3021 (99,90%) 2675 (99,89%) 2767 (99,86%)

As radiculas de A. cepa apds a exposicao por 24 h a PM (30mg/L), CN e
CP foram transferidas para placas de Petri contendo apenas agua ultra-pura,
como ja descriminada na secdo material e métodos, e apos este periodo de
recuperacgdo foram confeccionadas laminas para investigacdo de alteragfes na

regiao F1.

A finalidade deste tempo de recuperagdo foi avaliar se as células
meristematicas afetadas durante o periodo de exposicdo permaneceram ou
nao com as alteracdes ocasionadas pelo agente, isto €, avaliar se os danos
ocasionados pela exposicdo a PM foram reversiveis ou permanentes. A Tabela
20 mostra que a PM na concentracdo de 30 mg/L e CP (MMS 10 mg/L)

induziram a formacéo de MN nas células F1 de A. cepa.
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Tabela 20. Frequéncia de células da regido F1 de A.cepa expostas a PM na
concentracdo de 30 mg/L e comparacao entre controle negativo
(dgua ultra-pura) e positivo (MMS), ap6s periodo de recuperacao
de 48h.

Média IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maximo Variancia DP Erro

CN 0,14 0,00 0,33 0,00 0,38 0,02 0,16 0,07
MMS 1,68% 1,34 2,02 1,31 2,06 0,08 0,27 0,12
PM 30 mg/L 1 492° 0,73 1,73 0,79 1,78 0,16 0,40 0,18

Respectivos intervalos de confianga (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio
padrao (DP) e erro. Onde: (a) através da comparacéo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b)
através da comparacéo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP.

Os dados indicam que mesmo apOs a interrupcdo da exposicdo e
periodo de recuperacdo, a PM continuou interferindo nas funcdes celulares, o
gue pbde ser percebido pela inducdo de MN nas células da regido F1.

A capacidade dos organofosforados em causar quebras no material
genético & um efeito comumente observado (WEBSTER et al., 2002). Segundo
Sbrana e Musio (1995), isto ocorre pela capacidade dos organofosforados
induzirem sitios frageis no DNA. Os autores também acrescentaram que as
guebras promovidas por agentes clastogénicos, em sitios frageis especificos,
parecem ser significantes no processo de carcinogénese de muitos tipos de
cancer.

O mecanismo de acdo dos compostos genotéxicos e carcindbgenos
parece estar relacionado as caracteristicas eletrofilicas do produto original ou
metabdlico biologicamente ativo, pois esses acabam se ligando,
covalentemente, as macromoléculas dos tecidos vivos (SEARLE, 1984). Os
compostos organofosforados, como a PM, o paration, o malation e seus
analogos, apresentam dois sitios eletrofilicos potenciais: grupos alquil e um

grupo fosforil.

4.4.2.2 Avaliacéo dos efeitos da PM apds a aplicagdo dos processos UV e
UV/H,0,

4.4.2.2.1 Ensaio de citotoxicidade
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Ensaios realizados em células meristematicas de A. cepa expostas a
solucdo aquosa de PMy=30mg/L, apds tratamento com UV e UV/H,0,, indicam
gue ndo ocorreu inducdo de morte celular, ndo diferindo estatisticamente do
controle negativo. Esses resultados indicam que os possiveis subprodutos
gerados apos o tratamento da PM a radiacdo UV/H,0O, e radiacdo UV nao

foram capazes de induzir morte celular (Tabela 21).

A andlise dos indices mitoticos, referentes as radiculas expostas as
solucdes de PMy=30mg/L por 24 horas, apos tratamento UV e UV/H,0, podem
ser compradas através dos dados indicados na Tabela 22 e na Figura 40.
Assim, é possivel afirmar que a PM apoOs os tratamentos com aplicacdo de
UV/H,0; (1:2) 20 e 60 min aumentou significativamente o processo de divisdo
celular quando comparado ao valor de do indice mitético do tratamento onde se

aplicou apenas UV.

Tabela 21. Valor absoluto e freqiéncia (%) de células meristeméaticas de A.
cepa vivas e mortas expostas a solucdo de PMy=30mg/L apoés
exposicao a radiacao UV e UV/H,0, em 20 e 60 min.

20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min
6]
i ezl el 3214 3187 3085 3041 3128 3249
Células
Células 3213 3185 3083 3040 3127 3246
vivas (99,97%)  (99,94%)  (99,94%)  (99,97%)  (99,97%)  (99,91%)
Células 1 2 2 1 1 3
mortas (0,03%) (0,06%) (0,06%) (0,03%) (0,03%) (0,09%)

E possivel ainda afirmar que a PM ap6s o tratamento com UV/H,0, na
razdo molar [H,O,]:[PM] igual a 2:1 foi estatisticamente igual ao CN, né&o
interferindo na divisdo celular. Também pode-se afirmar que a PMy=30mg/L
apos os tratamentos UV e UV/H,0, na razdo molar [H,O,]:[PM] igual a 1:1, em
20 e 60 minutos foi capaz de inibir o crescimento da células meristematicas de
A. cepa, interferindo diretamente em sua divisdo celular, conforme observado
na Tabela 22.
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Figura 40. indices mitoticos das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos
grupos: UV (20 e 60 min), e UV/H,0, na razdo molar [H,O,]:[PM]
1:1 e 2:1 (20 e 60min).

Tabela 22. Frequéncia das células meristematicas de A. cepa em divisdo
celular (IM%) expostas a solucdo de PMy=30mg/L apOs exposicao
a radiacao UV e UV/H,0, em 20 e 60 min.

IM% IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Maximo Var DP Erro
uv 11,38 10,40 1236 10,61 1254 062 079 0,35

20 min
uv 11,90 11,04 12,76 10,94 12,72 048 069 0,31

60 min
UV’;'&?;ir(]l:l) 11,82 10,99 1265 1099 1258 045 0,67 0,30
UV/E'S%Z”(]LD 13,77*"° 12,90 14,64 12,78 14,66 0,49 0,70 0,31
UV’;'&?;”(]LZ) 14,5354 1324 1582 1302 1565 107 104 046
UV"géor;igl:z) 14.69°"°4 1388 1549 1378 1536 042 0,65 029

Respectivos intervalos de confianca (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio padrao
(DP) e erro. Onde: (a) através da comparacao do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente de CN; e (b) através da
comparacgéo do teste de Kruskal-Wallis, mostrou-se diferente do CP. Onde, (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b)
diferente de tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H,0, (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H,O, (1:1) 60 min.
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Foi observado um aumento significativo de células em anafase quando a
PMy=30mg/L foi exposta a radiagcdo UV (20 e 60 min). Fato também relatado
para as células expostas na presenca da solucdo de PM tratadas com UV/H,0,
na razao [H,03]:[PM] de 1:1, em 60 min e com UV/H,0, na razéo [H,0,]:[PM]
de 2:1, em 20 min. Enquanto que no tratamento com UV/H,O, na razao
[H202]:[PM] de 2:1, em 60 min, essas células em anafase estavam em namero
reduzido, quando comparadas as células expostas as solu¢des de PM tratadas
com UV e pelo processo UV/H,O, na proporcao [H20]:[PM] de 1:1, conforme

apresentado na Tabela 23.

A Figura 41 mostra o percentual de células nas diferentes fases da
mitose, onde as células meristematicas foram expostas em cinco réplicas a
concentracdo de 30 mg/L de PM. Através da Figura 41 é possivel observar a

frequéncia de células em préfase, metafase, anafase e teléfase.

100 1 101 111 I

80
© Telofase
o An

60 Anafase
m Metafase

40 ® Profase

20

0 ]

UV 20 min -~ UV B0 min  UV/H202 UW/H202  UVIH202 UVIH202
(1:1) 20 min  (1:1) 60 min  (1:2) 20 min  (1:2) 60 min

Fases da Mitose

Figura 41. Fases da mitose das sementes de A.cepa tratadas por 24h nos
grupos: UV (20 e 60 min), e UV/H,0, na razdo molar [H,O,]:[PM]
1:1 e 2:1 (20 e 60min).
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Tabela 23 Frequéncia de células meristematicas de A. cepa expostas a
solucdo de PMy=30mg/L apos o tratamento com UV ou UV/H,0..

— IC IC — —
Média 95%(-) 95%(+) Minimo Maximo  Var DP Erro
UV 20 min 8371 7853 88,88 7733 88,73 1737 417 186
UV 60 min 8208 8128 8288 8148 8310 042 064 029
" UV/;'ZOZ. Ll- g461 8188 8735 8169 8767 486 220 0,99
N Omin
< ] -
i UViH0,11 8440 8303 8578 8333 86,08 122 111 0,49
8 60min
o UV/;'S?nzmlzz' 85,26 83,83 86,68 83,91 86,59 1,32 1,15 0,51
UV/'g(Z)%Zinl:z' 85,50 83,73 87,28 84,09 87,78 2,04 1,43 0,64
UV 20 min 483 209 757 282 800 486 220 099
UV 60 min 502 318 686 385 704 219 148 066
w  YVH0: 111 - 5 49 428 671 435 704 095 098 044
(</E) 20min
L UV/E'SO% Ll- 379 257 501 253 506 097 098 044
= min
L D
s UVIH0,12 3,32 233 432 204 421 064 080 036
20min
UV/E‘S%mLZ' 4,77 3,98 5,57 4,08 5,68 0,41 0,64 0,29
UV 20 min 769" 604 933 602 933 176 132 059
UV 60 min 7 34> 502 877 563 864 132 115 051
UVIH0, 1:1 - 3,04 213 395 260 435 054 073 033
(L}J) 20min
< O 591 510 673 506 674 043 065 029
> 60min
zZ D
g UVH0,12 6,50+ 607 712 610 714 018 042 019
20min
UVIH0,1:2- 443 186 421 222 455 089 094 042
60min
UV 20 min 3.77 178 577 141 533 257 160 072
UV 60 min 555 373 738 370 685 216 147 066
w  YVH0, 11 - 6.85 456 915 411 845 341 1,85 083
g() 20min
g U0l e 430 749 380 7,06 165 129 058
O min
L o 2
F o UVH0, 12 4,82 380 585 366 575 068 082 037
20min
UVIH0, 1:2 - 6,69 543 796 556 7,87 104 1,02 046
60min

Respectivos intervalos de confianca (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio padrao
(DP) e erro. * Apresentou diferenca significativa em comparac¢éo ao Controle Negativo.

4.4.2.2.2 Aberragcdes cromossdmicas

Os tipos de aberracdes cromossémicas encontrados estdo apresentados

na Tabela 24. Nos ensaios realizados utilizando as células meristematicas de

raiz de A. cepa, 0s grupos que receberam a PM exposta a radiacdo UV (20 e
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60 min) apresentaram significativamente maior numero de aberracdes
cromossOmicas quando comparados aos grupos onde a solucdo de PM foi

tratada pelo processo UV/H,0,, conforme dados apresentados na Tabela 25.

Alguns compostos quimicos, mesmo quando nao téxicos por si so,
podem tornam-se reativos sob exposicdo ao meio ambiente na presenca de
radiacdo solar, induzindo efeitos biolégicos indesejados (TINGLE et al., 2003).
Os resultados obtidos neste trabalho mostram exatamente isso, ou seja a PM
exposta a radiacdo UV apresentou maior potencial em induzir aberracdes
cromossbmicas em células saudaveis, que a PM tratada pelo processo
UV/H,0,.

Isto ndo quer dizer que os subprodutos gerados pelo processo UV séo
diferentes daquelas que foram formados pelo processo UV/H,0,.
Provavelmente, os compostos formados sdo os mesmos ou semelhantes, mas
a degradacao pelo processo UV/H,O, é muito mais rapida, e foi capaz de
degradar os compostos responsaveis pelos efeitos observados quando a PM
foi exposta apenas a radiacdo UV. No entanto, estes resultados sdo de
extrema importancia, uma vez que a PM é aplicada no meio ambiente e estara
exposta a radiacdo UV, consequentemente estara sujeita a formar os

subprodutos que apresentam ou induzem os danos genéticos.
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Tabela 24. Alteracdes observadas em células meristematicas de A. cepa nas distintas fases da mitose e frequéncia de aberracdes
cromossOmicas por lamina, nos tratamentos UV e UV/H,0..

uv uv UV/H,0; 11 UV/H,0; 11 UV/H0; 1:2 UV/H0; 1:2
20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min

Réplicas 1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5|1 2 3 4 5[1 2 3 4 5|1 2 3 4 5
PROFASE

Célulabinucleada g o o 0 o0 ‘ 00 1 0 0 ‘ 0O 0 0 0 0 ‘ 0O 0 0 0 0 ‘ 00 0 0 0 ‘ 00 0 0 0
METAFASE

Aderénciacromossbmica 9 o9 1 0o 0|0 0 0 2 2|0 0 0 1 1]0 0 1 1 0|0 1 0 0 1|0 1 0 0 O

C-metafase 0O 0 0o 0o 0j]O O 1 0 0|O O O O 0O|O O O O 0O|JO O O O 0|]O O 0O 0 O

Perda cromossdmica 9 o o 2 0|0 0 0 0 1]0 0 0 0O 0|0 O 0O 0O 0|0 O 0 0O 0|0 O O 0 O
ANAFASE

Pontecromossbmica 5 4 3 3 6|3 3 2 2 2|0 1 1 1 1[0 0 1 0 1|1 0 0 0 1|0 0 1 1 0

Perdacromossomica ¢ 7 4 8 5|5 5 4 4 3|2 1 0 0 0|1 0 0 0 0|1 0 0 0 0|0 O 1 0 O

Atrasocromossomico 3 2 2 11 1 2 1 1|2 0 0 1 0[O0 0 O 1 0|0 O 0O 1 0|0 0 0 1 0O

Aderénciacromossbmica 9 9 0o 0o 0|0 0 0 1 0|0 0 0 0 0|0 O 0O 0O 0|0 0O 0 0O 0[O0 O 0O 0 O
TELOFASE

Aderénciacromossdmica 9 o o0 1 1/0 1 0 0 0|0 0 0 O 0|0 O 0 O 0|0 O 0O 0 0[O 0 O 0 O

Perdacromossdmica o o o 0 0|0 1 0 0 0|0 0O 0 0 0/0 0O O 0 0[O 0 O 0O 0[O0 0O 0 0 O

Pontecromossomica 5 o 2 0 2|0 0 0 0 0|0 0 0 0O 0O 0 0 0 0[O0 0O 0O O O[O O 0O 0 O

N° de AC 8 9 8 12 4|9 11 10 10 9|4 2 1 3 2|1 0 2 2 1]2 1 0 1 2|0 1 2 2 0

Frequenciade AC (%) 23 22 1,9 25 23[15 1,8 1,6 1,6 14|06 03 02 05 03[02 00 03 03 02|03 01 00 02 03[00 02 03 03 00
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Tabela 25. FreqUéncia das células mitdticas que apresentaram aberracdes
cromossOmicas de A. cepa expostas por 24h as amostras tratadas com
UV e UV/H,0;

AC% Média IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Méximo Var DP Erro

CN 0,49 0,34 1,33 0,00 1,23 045 0,67 0,30

PM 30 mg/L 13,01* 10,95 15,06 11,43 1563 274 165 0,74
UV 20 min 19,73*" 17,09 22,37 16,90 21,74 452 213 0,95
UV 60 min 13,23% 11,69 14,77 11,54 14,47 153 1,24 055
UV/H,0, 1:1-20min 3 344¢ 1,22 5,46 1,37 580 2,92 171 0,76
UV/H,0, 1:1-60min 1 4p°¢¢ 025 2,60 0,00 235 089 095 0,42
UV/H,0, 1:2-20min 1 36°¢¢ 0 14 2,57 0,00 244 096 098 0,44
UV/H,0, 1:2-60min 1 gg”c? 026 2,43 0,00 227 117 1,08 0,48

Respectivos intervalos de confianga (inferior e superior), valor maximo e minimo encontrado, variancia, desvio padréo (DP) e
erro. Através da comparagao pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de
tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H,0, (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H,O, (1:1) 60 min.

Pedro (2008) avaliou o efeito do inseticida fipronil em células meristeméaticas
de A.cepa expostas a concentracdes do inseticida na faixa de 0,156 g/L a 1,25 g/L,
na presenca e na auséncia de radiacdo solar. Os resultados comparativos obtidos
entre 0s ensaios realizados na auséncia e presenca de luz apontam que o produto
tem uma maior acdo genotodxica na presenca de luz, o que reforca a possivel acao
de um dos metabdlitos do fipronil (o MB 46513, decorrente da degradacdo por

fotélise) ser o responséavel pela inducédo das anomalias cromossdmicas.

Tingle e colaboradores (2003) atribuem o maior potencial de periculosidade
ao fipronil apés fotodegradacdo. Fendmeno semelhante péde ser observado no
presente estudo, onde o0 numero de aberracbes cromossdmicas foi
significativamente mais elevado no grupo em que a PM foi tratada apenas com
radiacdo ultravioleta. Possivelmente, ocorreu a degradacéo parcial da PM o que

levou a geracdo de compostos intermediarios com alto potencial de toxicidade.

No ambiente natural, a PM pode ser degradada por reacdes hidroliticas para
menos compostos toxicos, ou pode ser ativada por conversdo oxidativa ao seu

analdgico mais toxico, o metil paraoxon (REED, 1999).
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Segundo Marcano e colaboradores (2004), as aderéncias cromossdmicas
podem originar as pontes e, em consequéncia, quebras cromossbmicas. As
aderéncias cromossdmicas sdo alteracdes comuns ocasionadas pela acao toxica de
um agente quimico sobre o material genético. A PM tem sido relatada por alguns

estudos como agente alquilante de DNA (IPCS, 1993).

A presenca de pontes e perdas cromossémicas nas células em fases de
anafase e tel6fase foram as anomalias mais freqlentemente encontradas neste
estudo. Desta forma pode-se sugerir que a PM teve acdo direta sobre o material
genético das células de A. cepa.

4.4.2.2.3 Mutagenicidade

4.4.2.2.3.1 Micronlcleo em células meristematicas

A PM na concentracdo de 30 mg/L induziu MN nas células meristematicas de

A. cepa na mesma frequéncia que o CP, conforme apresentado na Tabela 26.

Tabela 26. Frequéncia de MN em células meristematicas de A. cepa expostas por
24h a PMy=30 mg/L, apés tratamento UV e H,0,, em 20 e 60 min.

MN- M IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Méaximo Var DP Erro

CN 0,08 0,00 0,18 0,00 0,20 0,01 0,10 0,04
PM 30 mg/L 2,287 1,93 2,63 1,97 2,88 0,11 0,33 0,14
UV 20 min 4,24% 3,21 5,26 2,97 543 095 0,98 0,40
UV 60 min 4,67° 4,10 5,25 3,93 539 0,30 055 0,22

UV/H,O, 1:1 20min 1,78 1,25 2,32 1,19 261 026 051 0721

UV/H,0, 1:1 60min  0,42°°%° 0,20 0,65 0,17 0,80 0,05 0,21 0,09

UV/H,0, 1:2 20min 0,16 >*®¢" 0,01 0,31 0,00 0,33 0,02 0,14 0,06

UV/H,0, 1:2 60min 0,23 %% 0,04 0,41 0,00 052 0,03 0,17 0,07

Respectivos intervalos de confianga (inferior e superior), valor méximo e minimo encontrado, variancia, desvio padréo (DP) e
erro. Através da comparacado pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de
tratamento UV 60 min; (c) diferente de UV/H,0, (1:1) 20 min; (d) diferente de UV/H,0, (1:1) 60 min; (e) diferente de UV/H,0,
(2:2) 20 min; f- diferente de UV/H,O, (1:2) 60 min.

4.4.2.2.3.2 Micronucleo na regido F1

A Tabela 27 mostra o nimero total de células vivas e mortas da regido F1 que
foram expostas por 24 horas a solucéo contendo PM (PMy=30mg/L) apos tratamento

Uv e UV/Hzoz,
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Apbs a exposicao as solugbes tratadas de PM (UV e UV/ H,0,) as radiculas
foram transferidas para placas contendo apenas agua ultrapura, para um periodo de
recuperacédo, onde permaneceram por 48 horas. Como ja citado anteriormente, este
periodo de recuperacdo tem por finalidade avaliar se as células expostas
permaneceram ou nao com as alteragbes ocasionadas pela PM e seus

intermediarios, induzindo a mutagenicidade, medida através da freqiéncia de MN.

Tabela 27. Valor absoluto e freqiéncia (%) de células F1 de A, cepa vivas e mortas
apos a exposicao a PM apos tratamento UV (20 e 60 min), e UV/H,0; na
razdo molar [H20,]:[PM] 1:1 e 2:1 (20 e 60min).

uv UV/H,0, 1:1 UV/H,0, 1:2
20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min
[o]
N Tl al 2825 2654 2838 2777 2535 2672
Células
Células 1 2 2 1 1 3
mortas (0,21%) (0,19%) (0,11%) (0,07%) (0,12%) (0,07%)
Células 2819 2649 2838 2777 2535 2672
vivas (99,79%) (99,81%) (99,89%) (99,93%) (99,88%) (99,93%)

A PM ap0s exposicdo a radiacdo UV induziu um aumento significativo do
namero de MN, conforme observado na Tabela 28. Isto indica que as células que
sofreram alteragBes cromossOmicas, devido a exposicdo a PM que passou pelos
tratamentos UV e UV/H,0,, ndo conseguiram se recuperar do dano, o que indica um
dano permanente, que € o proprio efeito mutagénico. Desta forma, tais resultados
indicam que a PM foi capaz de produzir metabdlitos e subprodutos com capacidade
de interferir com o DNA de células saudaveis, levando a um dano irreversivel.

Os microndcleos encontrados nas células expostas a PM foram, em sua
maioria, de tamanhos relativamente pequenos, pela proporcédo observada entre eles
e 0 nucleo principal. Segundo estudos de Yamamoto e Kikuchi (1980), MN pequenos
podem ser originados por acao clastogénica.
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Tabela 28. Frequéncia de MN em células da regido F1 de A,cepa expostas a PM
(PMp =30 mg/L) ap6s tratamento UV e UV/H,O,, apés periodo de
recuperacéao de 48h.

Média IC 95%(-) IC 95%(+) Minimo Méximo Var, DP Erro

UV 20 min 4,07 3,37 4,77 3,09 449 032 056 0,25
UV 60 min 2,80° 2,10 3,51 2,21 365 033 057 0,26
UV/H,0, 1:1-20min 0 43%" 029 0,56 0,33 058 001 011 0,05
UV/H,0; 1:1 -60min g 332" 12 0,54 0,18 060 003 0,17 0,08
UV/H,0; 1:2-20min g 352" 0,15 0,56 0,20 059 003 0,16 0,07
UV/H,0, 1:2-60min o 30%" 0,08 0,52 0,17 058 0,03 0,17 0,08

Respectivos intervalos de confianga (inferior e superior), valor maximo de minimo encontrado, variancia, desvio padrao (DP) e
erro. Através da comparagdo pelo teste de Kruskal-Wallis, tem-se: (a) diferente de tratamento UV 20 min; (b) diferente de
tratamento UV 60 min.

A persisténcia dos efeitos deve estar relacionada com a toxicidade dos
subprodutos/metabdlitos formados pela sua degradacao, derivados principalmente
da fotolise.

No tratamento isolado com UV foi observada uma maior toxicidade da solucéo
de PM nos ensaios biologicos, quando comparados com resultados dos mesmos
ensaios apdés tratamento UV/H,0,. Isto sugere que o tratamento combinado pode
gerar intermediérios acidos, que contribuem para a queda do pH do meio reacional,
facilitando a degradacdo do metil paraoxon, etapa dependente de pH acido,

conforme relatado por Moctezuma et al. (2007).

Como néo foi observado o decaimento do pH durante a exposicdo da PM a
radiacdo UV isoladamente, acredita-se que o provavel composto que teve acéo
genotdxica para as células de A. cepa foi o préprio metil paraoxon, que foi produzido
em ambos os tratamentos (UV apenas e UV/H,0;). No entanto, a acao do peréxido

ocasionou sua rapida degradacdo em subprodutos menos toxicos.

A Figura 42 mostra um resumo das alteracbes observadas em A.cepa,
decorrente do tratamento da PM antes e apds a exposicdo a radiagdo UV
isoladamente ou UV na presenca do oxidante H,O,, nas razdes [H.O0,]/[PM] de um e

dois. A frequéncia de MN, na regido meristematica e F1, e as aberracbes
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cromossOmicas foram quantificadas. Os grupos tratados foram comparados ao CN e

a PM (30 mg/L) antes dos tratamentos.

#H

50 *

# BAC MN-M  ®EMN-F1
48 (% |#docn
40 # |# da PM 30mg/L
35 antes do tratamento
3,0
25
2,0
15
1,0
0,5 - ### #H
00 K™ _a l-'

PM30 UWHQOQ 11 UV!HQOQ 1.2
20m|n 60m|n 20min 60min  20min 60min

CN (controle negativo), controle positivo (CP) e PM30 (antes do tratamento) e apds a exposi¢édo a
radiagdo UV isoladamente ou UV/H,0,, nas razdes [H,O,]/[PM] de um e dois, em 20 e 60 min.

Figura 42. Frequéncia de aberracdes cromossdmicas (AC) e micronucleo (MN) na
regido meristeméticas (MN-M) e regido F1(MN-F1), em células de
A.cepa.

As células meristeméticas de A. cepa tratadas com CP, PM (30mg/L), bem
como a PMy=30mg/L expostas a radiacdo UV, durante 20 e 60 min, apresentaram
altas frequéncias de aberracbes cromossémicas e micronucleo diferindo

estatisticamente do controle negativo.

Mesmo apods o periodo de recuperacdo de 48 h, as células meristematicas
tratadas com PMy=30mg/L que foram expostas a radiacdo ultravioleta, tiveram alta
freqiéncia de MN na regido F1, indicando que os danos ocasionados as células
tratadas com PM expostas a radiacdo UV continuou com alteragfes cromossdémicas,

mesmo apos cessar a exposicao.
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As células de A. cepa expostas ao tratamento combinado de UV/H,O, na
razao molar de 1 (60min) e 2 (20 e 60 min) apresentaram diminui¢ao significativa da
frequéncia de AC, micronucleo em regido meristematica e micronucleo em regiao
F1, tendo sido observadas alteracbes em uma mesma freqiéncia que aquelas

observadas no controle negativo.

A Figura 43 mostra algumas imagens que foram registradas ap0s a confecgéo

das laminas.
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(A) células de A. cepa observadas em microscépio 6ptico, num aumento de 100x; (B) células interfasicas, em aumento de

400x; (C) células mitéticas em anafase; (D) tel6fase com ponte cromossomica; (E) teléfase com perda cromossdmica; (F)
metafase e anafase normais ao centro; (G) anafase com perda cromossdmica; (H) anafase com ponte e célula interfasica
binucleada; (I) anafase com aderéncia de perda cromossodmica; (J) teléfase com ponte cromossdmica; (L) anafase com ponte

cromossoOmica; (M) Células com microntcleo e ponte cromossdmica em anéafase.

Figura 43. Fotografias das células de A. cepa, expostas a PM na concentracao de
30mg/L, antes e apos tratamento UV e UV/H,0..
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5 CONCLUSOES

O estudo cinético de degradacdo da PM indica que este praguicida é
facilmente degradado pela luz. No entanto, com adi¢cdo do perdxido de hidrogénio
associada com radiacdo UV-C foi observado um aumento na velocidade de
degradacdo do composto em relacdo aos ensaios de fotélise. O uso do H,O, nas
razdes molares H,O,/PM iguais a 1:1 e 2:1 aumentou a eficiéncia de degradacédo do
composto para 99% apos um periodo de oxidacdo de 100 min e 20 min,

respectivamente.

Na avaliacdo da liberacdo de ions para o meio reacional, devido a
degradacdo da PM, observou-se que o fosfato foi o primeiro ion a ser liberado
guando a degradacao ocorre apenas com a fotdlise da PM. No entanto, a adicdo de
perdxido de hidrogénio acelera a degradacédo no sentido de liberar ions sulfato, que

apresentou nivel cada vez mais elevado com o aumento do tempo de reacao.

Os dados do presente estudo, utilizando a espécie A. cepa como organismo
teste para deteccdo dos efeitos citotoxicos, genotdéxicos e mutagénicos da PM,
indicam que esta substancia induz efeitos significativos na concentracao de 30 mg/L.
A PM induziu variados tipos de aberracbes, sobretudo aquelas relacionadas a

efeitos clastogénicos, como as pontes e quebras cromossdmicas.

A PM apresentou uma fraca resposta no ensaio YES, apontado que a PM
teve uma fraca atividade estrogénica neste teste. Alguns trabalhos indicam que a PM
possui efeitos mais pronunciados que aqueles encontrados no presente estudo,
guando realizados com ensaios in vivo. Esses dados sugerem que a capacidade da
PM atuar como desregulador enddécrino pode ndo estar apenas relacionada a sua
capacidade de se ligar ao receptor de estrogénio, ou ainda, seu efeito pode estar
relacionado com a presenca de intermediario ativo, metabolizados pelas células

hepaticas.

A PM exposta a radiagdo UV apresentou maior potencial em induzir
aberraces cromossdmicas e células portadoras de MN em células saudaveis, que a

PM tratada pelo processo UV/H,O,. O que representa uma enorme preocupacao
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efetivamente, visto que no meio ambiente a PM esta susceptivel a acao da radiacéo
solar e sujeita a formacdo de subprodutos potencialmente mais téxicos que o
principio ativo original. J& as células de A. cepa expostas ao tratamento combinado
de UV/H;O, na razdo molar H,O,/PM de 1:1 (60min) e 2:1 (20 e 60 min)
apresentaram diminuicéo significativa da frequéncia de AC e MN.

Mesmo apo6s o periodo de recuperacdo de 48 h, as células meristematicas
tratadas com PMy=30mg/L que foram expostas a radiacao ultravioleta, tiveram alta
frequéncia de MN na regido F1, indicando que os danos ocasionados as ceélulas
tratadas com PM expostas a radiacdo UV continuou a induzir alteracdes

cromossOmicas, mesmo apds cessar a exposicao.

Dados do presente estudo mostram que a utilizacdo das células de A. cepa
para avaliacdo dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos constitui um
sistema-teste pratico, sensivel e eficiénte para se avaliar os efeitos clastogénicos da
PM, o que poderia ser aplicado a investigacdo de uma grande variedade de

poluentes ambientais.
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6 RECOMENDACOES

Seria interessante, como forma de complementar o presente estudo, a
investigagdo dos efeitos bioldgicos  (citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade) apds a exposi¢cdo da PM em reator solar, com intuito de investigar
0s possiveis efeitos da PM ap0s exposicdo solar, em faixa de comprimento de onda
mais proxima do que realmente ocorre no ambiente, a fim de avaliar os eventuais

riSCOS a0s quais 0S seres Vivos estao expostos.

O potencial estrogénico da PM deve ser melhor investigado através de
ensaios in vivo. Pois os dados obtidos no presente estudo mostram que a PM
apresentou uma fraca resposta estrogénica. Apesar do efeito observado ter sido

fraco, ele existiu e desta forma, deve ser mais bem investigado.

Seria interessante avaliar a degradacdo da PM em baixas concentragoes,
aquelas mais proximas da concentracdo ambiental em reator solar, para avaliar de
forma mais realista 0 que ocorre na meio ambiente. Assim como avaliar a
degradacdo da PM e seus possiveis efeitos genotdxicos ndo em agua pura, mas em

amostras ambientais, para estudar o efeito da degradacé&o microbiol4gica.

147



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDOLLAHI, M.; A. RANJBAR; S. SHADNIA; S. NIKFAR & A. REZAIE. Pesticides
andoxidative stress: a review. Medical Science Monitor. v.10, p. 141-147, 2004.

ACQUAVELLA, J. et al. Cancer among farmers: A Meta-Analysis. Annals of
Epidemiology. NewYork, v. 8, n. 1, p. 64-74, 1998.

AHMED, R. S.; SETH, V.; PASHA, S. T.; BANERJEE, B. D. Influence of dietary
Ginger (Zingiber officinales Rosc) on oxidative stress induced by malathion in
rats. Food and Chemical Toxicology. v. 38, p. 443-450, 2000.

ALBERTINI, R. J.; ANDERSON, D.; DOUGLAS, G. R.; HAGMAR, L.; HEMMINKI, K.;
MERLO, F.; NATARAJAN, A. T.; NORPPA, H.; SHUKER, D. E. G.; TICE, R;;
WATERS, M. D.; AITIO, A. IPCS guidelines for the monitoring of genotoxic
effects of carcinogens in humans. Mutatation Research. v. 463, p. 111-172.
2000.

ALFANO, O. M.; Martinez, M. J.; Brandi; R. J.; Cassano, A. E. Degradation of 2,4-D
in Water Employing Hydrogen Peroxide and UV Radiation. Proceedings of
ENPROMER, IlI, 649, 2001.

ALONZO, H. G. A.; CORREA, C. L. Praguicidas. In: Fundamentos de toxicologia.
2. ed. S&o Paulo: Atheneu Editora, p. 437-458, 2003.

AL-SABTI K., METCALFE, C.D.. Fish micronuclei for assessing genotoxicity in water.
Mutation Research, 343: 121-135, 1995

ALVES FILHO, J. P. Receituario agrondmico: a construcdo de um instrumento
de apoio a gestdo dos agrotdéxicos e sua controversia. Sao Paulo:
dissertacao (Mestrado). Programa de pés-graduagcdo em Ciéncia Ambiental da
Universidade de Sao Paulo, p. 235, 2000.

ANDRADE-RIBEIRO, A.L.F.A., PACHECO-FERREIRA, A., MENDES-KLING, A.S.
Disruptores Endocrinos: potencial problema para la salud publica y medio
ambiente. Revista Biomédica. V. 17, p. 146-150, 2006.

148



ANDREOZZI, R., CAPRIO, V., INSOLA, A., et al. Advanced Oxidation Processes
(AOP) for Water Purification and Recovery. Catalysis Today, v. 53, pp. 51-59,
1999.

ANDRIOLI, N.B; SOLONESKI, S; LARRAMENDY, MUDRY, M;D. Cytogenetic and
microtubule array effects of the zineb-containing commercial fungicide
formulation Azzurro® on meristematic root cells of Allium cepa L. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis,v. 742,
Issues 1-2,p. 48-53, 2012.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢cdo RE 899, de 29 de
maio de 2003. Guia para a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos.
Diario Oficial da Uniao, Brasilia, DF, 02 de junho de 2003.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Resolug&o n° 10 de 22/02/2008/.
Diéario Oficial da Unido em 25/02/2008.

APPERSON, C.S., YOWS, D., & MADISON, C. Resistance to methyl parathion in
Chaoborus astcoptus. J. Econ. Entomol., 71(5): 772-773, 1978.

ARANTEGUI, J. P., CHAMARRO,E; ESPLUGAS, S. Kinetics of the UV degradation
of atrazine in aqueous solution in the presence of hydrogen peroxide. Journal
of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, v. 88, Issue 1, 10 Pages
65-74, 1995.

ARAUJO, T. M. Degradacdo do paration metilico em ambientes aquaticos
naturais. Dissertacdo de mestrado, Universidade Estadual do Norte
Fluminense. Campos dos Goytacazes. Rio de Janeiro, 2006.

ARNAIZ, R.R. Las toxinas ambientales y sus efectus genéticos. México, 2 ed.,
267p. 1995.

ATEEQ, B.; M. ABUL FARAH, M.; NIAMAT ALI, W. A. Induction of micronuclei and
erythrocyte alterations in the catfish Clarias batrachus by 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and butachlor. Mutation Research, Amsterdam, v.
518, p.135-144, 2002.

ATSDR AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY.Toxicological profile for methyl parathion, 221 p, 2001.

149



AYRES, M.; AYRES JUNIOR, M.; AYRES, D. L.; SANTOS, A. S. BioEstat 4.0:
Aplicagdes Estatisticas nas Areas de Ciéncias Bioldgicas e Médicas.
Sociedade Civil Mamiraua, Belém, 2006.

AZEVEDO, F.A; CHASIN, A.M. As bases toxicolégicas da ecotoxicologia. S&o
Carlos: Rima Editora, Sdo Paulo: InterTox, 340 p, 2003.

BAIRD, Colin. Quimica ambiental. 2. ed., Porto Alegre: Bookman, 622 p, 2002.

BAKER, V. A., “Endocrine Disrupters -Testing Strategies to Assess Human Hazard.
Toxicology in Vitro, v. 15, pp. 413-419, 2001.

BALLARD, K.; LOWTON, K.; WRIGHT, J. What's the delay? A qualitative study of
women’s experiences of reaching a diagnosis of endometriosis. Fertility and
Sterility, New York, v. 86, no. 5, p. 1296-301, 2006.

BASSIL, K. L. et al. Cancer health effects of pesticides Systematic review. Canadian
Family Physician, Mississauga, v. 53, p. 1705-1711, out. 2007.

BEDOR, C. N. G. Estudo do potencial carcinogénico dos agrotéxicos
empregados na fruticultura e sua implicacédo para a vigilancia da saude.
Tese doutorado. Doutorado em Saude Publica do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhédes, Fundacédo Oswaldo Cruz, 2008.

BEDOR, C.N.G. Estudo do potencial carcinogénico dos agrotéxicos
empregados na fruticultura e sua implicacédo para a vigilancia da saude.
Tese doutorado. Doutorado em Saude Publica do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhédes, Fundacédo Oswaldo Cruz, 2008.

BEGON, M.; J.L. HARPER & C.R. Townsend. Ecology: individuals, populations and
communities. Blackwell Scientific Publications, Boston, 1990.

BERGER, M.J., ALPER, M.M. Intratable primary infertility in women exposed to
diethylstilbestrol in utero. Journal of Reproductive Medicine. V. 31, p. 231-
235, 1986.

150



BIANCHI, J. Analise dos efeitos citotoxicos, genotdoxicos e mutagénicos do
inseticida malation, utilizando os sistemas teste de Allium cepa e células
de mamiferos. Dissertacdo de Mestrado UNESP, SP, 2008.

BILA, D. M. & DEZOTTI, M. Endocrine disrupters in the enviroment: part 1 - effects
and consequences. Quimica Nova 30(3), 2007.

BILA, D. M. & DEZOTTI, M.. Farmacos no meio ambiente. Quimica Nova 26(4):
523-530, 2003.

BILA, D. M. Degradagdo e Remocé&o da Atividade Estrogénica do Desregulador
Endocrino 17B-Estradiol pelo Processo de Ozonizacéo. Tese de Doutorado,
UFRJ/COPPE, 2005;

BIRKETT, J. W.; LESTER, J. N., Endocrine Disrupters in Wastewater and Sludge
Treatment Processes, 1% ed., IWA Publishing, Lewis Publishers CRC Press
LLC: USA, 2003;

BLATCHLEY Il E.R., BASTIAN, K.C., DUGGIRALA, R.K., ALLEMAN, J.E., MOORE,
M.,SCHUERCH, P. Ultraviolet irradiation and chlorination/dechlorination for
municipal wastewater disinfection: assessment of performance limitations.
Water Environ. Res., 68, 194-204, 1996.

BOLOGNESI, C & MERLO, F. Biomonitoring of human populations exposed to
pesticides. In: CHEREMINISOFF, P.N. (Org.) Encyclopedia of Environmental
Control Technology. Gulf Publishing Company, v. 8. cap. 28, p. 673-737,
1989.

BOLOGNESI, C. & MORASSO, G. Genotoxicity of pesticides: potential risk for
consumers. Trends in Food Science and Technology. v.11, p. 182-187, 2000.

BOLOGNESI, C. Genotoxicity of pesticides: a review of human biomonitoring studies.
Mutation Research, Amsterdam, v. 543, n. 251-27, 2003.

BONASSI S, NERI M, LANDO C, CEPPI M, LIN YP, CHANG WP, HOLLAND N,
KIRSCH-VOLDERS M, ZEIGER E, FENECH M. Effect of smoking habit on the
frequency of micronuclei in human lymphocytes: results from the Human
Micronucleus project. Mutation Research 543:155-66, 2003.

151



BONASSI, S & AU, WW. Biomarkers in molecular epidemiology studies for health
risk prediction. Mutation Research v.511(1):73-86, 2002.

BONASSI, S., ZNAOR, A., CEPPI, M., LANDO, C., CHANG, W.P., HOLLAND, N.,
KIRSCH-VOLDERS, M., ZEIGER, E., BAN, S., BARALE, R., BIGATTI, M.P.,
BOLOGNESI, C., CEBULSKA-WASILEWSKA, A., FABIANOVA, E., FUCIC, A.,
HAGMAR, L., JOKSIC, G., MARTELLI, A., MIGLIORE, L., MIRKOVA, E.,
SCARFI, M.R., ZIINO, A., NORPPA, H., FENECH, M. An increased
micronucleus frequency in peripheral blood lymphocytes predicts the risk of
cancer in humans. Carcinogenesis. 28, p. 625-631, 2007.

BRASIL, 1985. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n°
329 de 02/09/85 publicado no Diario Oficial da Unido em 03 de setembro de
1985.

BRASIL, 1989. Lei N° 7.802, de 11 de Julho de 1989.

BRASIL, 2006. ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Divulgado o
monitoramento de agrotoxicos em alimentos. Brasilia, DF. Publicado em 15
de abril de 2009. Disponivel em: < http://www.anvisa.gov.br/divulga/noticias
/2009/150409 1.htm > Acessado em 14/12/2011.

BRASIL, 2006. ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos — PARA. Resultados
Analiticos de 2002. Disponivel em <http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/
residuos/rel_anual_2002_an2.pdf>. Acesso em 21/10/2008.

BRASIL, 2009. Lei n°® 11.936 de 14 de maio de 2009.

BRASIL, 2011. Ministério da Saude. Portaria n°® 2914 de 12 de dezembro de 2011.

BRAUN, A. M.; MAURETTE, M. T.; OLIVEROS, E. Photochemical Technology.
John Wiley and Sons:.England, 343 p, 1991.

BREVIGLIERO, &, POSSEBON, J; SPINELLI, R. Higiene Ocupacional-Agentes
Bioldgicos, Quimicos e Fisicos. Séo Paulo. 2 ed, Editora: Senac, 2005.

152


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%207.802-1989?OpenDocument

BRUCKER-DAVIS, F., POINTIS, G., CHEVALLIER, D., FENICHEL, P. Update on
cryptorchidism: endocrine, environmental and therapeutic aspects. Journal
Endocrinology Investigation, v. 26, p. 575-587, 2003.

BUTLER, L.C., STAIFF, D.C., & DAVIES, J.E. Methyl parathion persistence in soll
following simulated spillage. Arch. environ. Contam. Toxicol., 10: 451-458,
1981.

CAETANO, C.H.S. & ABSALAO, R.S. Imposex in Olivancillaria vesica vesica
(Gmelin) (Gastropoda, Olividae) trom a Southeastern Brazilian sandy beach
Revista bras. Zool. 19 (Supl. 2): 215 - 218, 2002.

CAIRES, S. M., CASTRO, J. G. D. Levantamento dos agrotoxicos usados por
produtores rurais do municipio de Alta Floresta — Mato Grosso. Revista de
Biologia e Ciéncias da terra. Jodo Pessoa, v.2, n. 1. 2002.

CAKIR S.; SARIKAYA, R. Genotoxicity testing of some organophosphate insecticides
in the Drosophila wing spot test. Food and Chemical Toxicology, v. 43, p.
443-450, 2005.

CANTAGALLI, L. B.; VICENTINI, V. E. Estudo da Acdo Mutagénica do
Antiinflamatério Vioxx, Indicado no Tratamento dos Sintomas da Artrite, em
Células Meristematicas de Raiz de Allium Cepa.. In: V Encontro Maringaense
de Biologia- XVIII Semana da Biologia, Maringa. Anais Arquivos da Apadec,
v. 6. p. 12, 2003.

CAPEN C.C. Pathophysiology of chemical injury of the thyroid gland. Toxicology
Letters. V. 64/65, p. 381-388, 1992.

CARSON, R. Silent spring. New York: Houghton Mifflin Company. 368 p , 1962

CHEN MM, HSUEH JL, SIRIANNI SR, ET al. 1981. Induction of sister-chromatid
exchanges and cell cycle delay in cultured mammalian cells treated with eight
organophosphorus pesticides. Mutation Research, 88:307-316

CHEN,C. YANG,S.; GUO,Y; SUN, C; GU,C; XU, B. Photolytic destruction of
endocrine disruptor atrazine in aqueous solution under UV irradiation: Products
and pathways Original Research Article. Journal of Hazardous Materials,
Volume 172, Issues 2-3, 30, Pages 675-684, 20009.

153



CHU, W. Modeling the quantum yields of herbicide 2,4-D decay in UV/H,0O, process.
Chemosphere, v.44, pp. 935-941, 2001.

CHU, W., MA, C.W. Quantitative prediction of direct and indirect dye ozonation
kinetics. Water Research v. 34, n°® 12, p. 3153-3160, 2000.

CLAYSON, D.B.; IVERSON, F.; NERA, E. A.; LOK, E. Early indicators of potential
neoplasia produced in the rat forestomach by non-genotoxic agents: the
importance of induced cellular proliferation. Mutation Research v. 248, n. 2, p.
321-31, 1991.

COCCO, P. On the rumors about the silent spring Review of the scientific evidence
linking occupational and environmental pesticide exposure to endocrine
disruption health effects. Cadernos de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 18, n.
2, p. 379-402, 2002.

COCCO, P. On the rumors about the silent spring Review of the scientific evidence
linking occupational and environmental pesticide exposure to endocrine
disruption health effects. Cadernos de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 18, n.
2, p. 379-402, 2002.

COCKER, J., MASON, H. J., GARFITT, S. J., JONES, K. Biological monitoring of
exposure to organophosphate pesticides. Toxicology Letters, v. 134, p. 97—
103, 2002.

COLBORN, T., DUMANOSKI, D. e MYERS, J. P. O Futuro Roubado. (traducéo:
Claudia Buchweitz) Porto Alegre. 354p, 1997.

COLEMAN, M. P.; ESTEVE, J.; DAMIECKI, P.; ARSLAN, A. & RENARD, H.
Material. Trends in Cancer Incidence and Mortality. IARC Scientific
Publications 121. Lyon: International Agency for Research on Céancer, 1993.

COLTON, T., et al. Breast cancer in mothers prescribed diethylstilbestrol, J. Am.
Med. Assoc. 269, 2096-100, 1993.

CONNAUGHTON, M. A.; AIDA, K. Female Reproductive System, Fish.
Encyclopedia of Reproduction, v. 2, p. 193-204, 1999.

154



CONSTANTIN, M. J. & OWENS, A. Plant genetic systems with potential for the
detection of atmospheric mutagens. In: R. R. Tice, D. L. Costa, K. M. Schaich.
(eds). Genotoxic Effects of Airborne Agents. Plenum Press, New York. Pp
159-177, 1982.

CRAIN, D.A et al. Female reproductive disorders: the roles of endocrine-disrupting
compounds and developmental timing. Fertility and Sterility v. 90, Issue 4,
Pages 911-940, 2008.

CRISP, T.M., CLEGG, E.D., COOPER, et al. Environmental endocrine disruption : an
effect assessment and analysis. Environment Health Perspective. V. 106, p.
11-56, 1998.

D'AMATO,C; TORRES, J.P.M. & MALM, O. DDT (dicloro difenil tricloroetano):
toxicidade e contaminagdo ambiental uma revisdo. Quim. Nova vol.25 n°6, S&o
Paulo, 2002.

DAS, R. K.&NANDA, N. K. Induction of micronuclei in peripheral erythrocytes of
fish Heteropneustes fossilis by mitomycin-C and paper mill effluent.
Mutation Research v. 175, p. 67-71, 1986.

DEARFIELD, K. L.; MCCARROLL,N.E; PROTZEL,A; STACK,HF; JACKSON,M.A;
MICHAEL D. Waters A survey of EPA/OPP and open literature on selected
pesticide chemicals: |1l. Mutagenicity and carcinogenicity of selected
chloroacetanilides and related compounds Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, Volume 443, Issues 1-2, 15,
Pages 183-221, 1999.

DEWAILLY, E., DODIN, S., VERREAULT, R., AYOTTE, P., SAUVE, L., MORIN, J.,
BRISSON, J. High organochlorine body burden in women with oestrogen
receptor positive breast cancer. Journal of the National Cancer Institute v.
86, p. 232-234, 1994.

DEZOTTI, M. Ozonizacdo e processos oxidativos avancados. In: DEZOTTI, M.
(Coord.). Processos e técnicas para o controle ambiental de efluentes liquidos.
Rio de Janeiro: E-Papers, 2008.

DHARMANI C, J.K.. Sources of exposure to and public health implications of
organophosphate pesticides. Rev Panam Salud Publica 14(3):171-85, 2003.

155



DI BERNARDO, L. Métodos e Técnicas de Tratamento de Agua. Rio de Janeiro,
vol 1 e 2, ABES, 1993.

DIAGNE, M; OTURAN, N; OTURAN, M.A. Removal of methyl parathion from water
by electrochemically generated Fenton’s reagent. Chemosphere v. 66, pp.
841-848, 2007.

DIXON, D.R.& WILSON, J.T. Genetics and marine pollution. Hydrobiologia, The
Hague, v. 420, p. 29-43, 2000.

DUMANSKI, J & PIERI, C. Land quality inducators: research plain. Agriculture,
ecossistem and enviorenment, (81) p. 155-162, 2000

ECOBICHON DJ. Toxic Effects of Pesticides. In: Klaassen CD (ed.). New York;
2001. p. 769-84.

ECOBICHON, D. J. Toxic Effects of Pesticides. In: CASARETT, L J., KLASSEN, L.
DOULLS, P . Toxicology - The Basic Science of Poisons. 5a ed. United
States of América: McGraw-Hill, 1996.

EDWARDS, F.L. AND P.B. TCHOUNWOU. Environmental toxicology and health
effects associated with methyl parathion exposure. Int. J. Environ. Res. Public
Health, 2: 430-441, 2005.

EDWIN, D. O. Control of water pollution from agriculture. Irrigation and Drainage,
New York, v. 55, p. 1-101. 1996.

ENNEVER, F, K.; ANDREANO,G.; ROSENKRANZ, H.S. The ability of plant
genotoxicity assays to predict carcinogenicity Original Research Article.
Mutation Research/Genetic Toxicology, Volume 205, Issues 1-4, Pages 99-
105,1998.

ENNEVER, F. K.; ANDREANO, G.; ROSENKRANZ, H. S. The ability of plant
genotoxicity assays to predict carcinogenicity. Mutation Research. v. 205, p.
99-105, 1988

EPA, 1986. Pesticide fact sheet no. 117: methyl parathion. US Environmental
Protection Agency. USEPA, Washington, DC, USA, 1986.

156



FAN, A.M.; JACKSON, R.J. Pesticides and food safety. Regulatory Toxicology
and Pharmacology, v. 9, p. 158-174, 19809.

FANG. T. A preliminary study on the use of Tradescantia-micronucleus technique in
monitoring mutagens in sea water. J. Shandong Coll. Oceanol., 11: 74-
79.1981.

FANTA, E.. RIOS, F.S.. ROMAO, S.: VIANNA, A.C.C.. FREIBERGER, S.
Histopathology of the fish Corydoraspaleatus contaminated with sublethal levels
of organophosphorus in water and food. Ecotox. Environm. Safety, San Diego,
v. 54, p. 119-130, 2003.

FENECH, M. The in vitro micronucleus technique. Mutation Research, v. 455, p.
81-95, 2000.

FENSKE, R.A. Pesticide exposure assessment of workers and their families. State of
the Arts. Reviews Occupational Medicine, v. 12, p.221-237, 1997.

FERNANDES, T.C.C.; MAZZEO, D.E.C.; MARIN-MORALES, M.A. Mechanism of
micronuclei formation in polyploidizated cells of Allium cepa exposed to
trifluralin herbicide. Pesticide Biochemistry and Physiology, v.88, p.252-259,
2007.

FIGUEIREDO, G.M.; & SENHORINI, J.A. Influéncia de biocidas no desenvolvimento
de carpa comum e sobre o zoplancton, durante o periodo de larvicultura.
Boletim técnico SEPTA, vol 3 p. 5-22;1990

FISKEJO, G. The Allium-test as a standard in environmental monitoring. Hereditas,
v. 102, p. 99-112, 1985.

FISKEJO, G.& LEVAN, A. Evaluation of the Firstten MelC Chemicals in the Allium
cepa. Atlas, New York, v. 21, p.139 — 149, Dec. 1994,

FORMAN, D., PIKE M. C., DAVEY, G., DAWSON, S., BAKER, K., CHILVERS, C. E.
D., OLIVER, R. T. D., COUPLAND, C. A. C. Etiology of testicular cancer:
association with congenital abnormalities, age at puberty, infertility, and
exercise. United Kingdom Testicular Cancer Study Group. Brasilian Journal of
Medicine 308:1393 1399, 1994.

157



FORTES, E M. et al. Ingestao excessiva de fitoestrégenos e telarca precoce: relato
de caso com possivel correlagdo. Arq Bras Endocrinol Metab., vol.51, n.3, pp.
500-503, 2007.

FRANCIS ROUESSAC & ANNICK ROUESSAC; Chemical Analysis, Modern
Instrumentation Methods and Techniques; John Wiley & Sons, p189, 2000.

FREDERICO J. A. PERET et al., Ginecologia & Obstetricia: manual para
concursos/TEGO 4.ed., Guanabara Koogan, 2007.

GAIDO, K. W., LEONARD, L. S., LOVELL, S., et al. Evaluation of Chemicals with
Endocrine Modulating Activity in a Yeast-Based Steroid Hormone Receptor
Gene Transcription Assay Toxicology and Applied Pharmacology, v. 143, pp,
1997.

GALLO, D.; NAKANO, O.; SILVEIRA NETO, S.; CRAVALHO, R. P. L.; BAPTISTA,
G. C. de; BERTI FILHO, E.; PARRA, J.R.P.; ZUCCHI, R. A.; ALVES, S. B;
VENDRAMIM, J.D.; MARCHINI, L. C.; LOPES, J. R. S.;; OMOTO, C.
Entomologia Agricola, ed. Piracicaba-SP: FEALQ, v. 10, p.303-95, 2002.

GARADI, P.; DOMARCO, R. C.; PINHEIRO, C. W. L. Avalia¢éo do uso de inseticida
(organicos fosforados) no combate as Odonatas e na selecdo zooplancténica
em piscicultura de alevinagem. Estudos de piscicultura, p.71, Brasilia, 1988.

GARCIA, E. G. Seguranca e saude no trabalho rural: a questdo dos
agrotoxicos. Sao Paulo: Fundacentro, Ministério do Trabalho e Emprego,
2001.

GARRETT, N. E., STACK, H. F.,, AND WATERS, M. D. Evaluation of the genetic
activity profiles of 65 pesticides. Mutation Res. 168:301-325, 1986.

GAUTHIER, L.; TARDY, E.; MOUCHET, F. & MARTY, J. Biomonitoring of the
genotoxic potencial (micronucleus assay) and detoxifying actity (EROD
induction) in the River Dadou (France), using the amphibian Xenopus laevis.
Sci. of the Tot. Envir., 323: 47-61, 2004.

GHISELLI, G., JARDIM, F. W. Interferentes Enddcrinos no Ambiente. Quimica
Nova, v. 30, n. 3, p. 695-706, 2007.

158


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=FORTES,+ERIKA+M.

GLAZE, W. H. Drinking-Water Treatment With Ozone. Environmental
ScienceTechnology, v. 21 (3), pp. 224-230, 1987.

GLAZE, W. H., KANG, J. W. & CHAPIN, D. H. The chemistry of water treatment
processes involving ozone, hydrogen peroxide and UV-radiation. Ozone: Sci.
Eng.v. 9, 335-352, 1987.

GOLDMAN, J. M., LAWS, S. C.,, BALCHAK, S. C., et al., 2000, “Endocrine-
Disrupting Chemicals: Prepubertal Exposures and Effects on Sexual Maturation
and Thyroid Activity in the Female Rat. A Focus on the EDSTAC
Recommendations” Critical Reviews in Toxicology, v. 30 (2), pp. 135-196.

GOMES-CARNEIRO, M. R.; RIBEIRO-PINTO, L. F.; PAUMGARTTEN, F. J. R.
Fatores de risco ambientais para o cancer gastrico: a visdo do toxicologista.
Cadernos de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 13, n. 1, p. 27-38, 1997.

GRANT W.F. Chromosome aberration assays in Allium . A report of the U.S.
Environmental Protection Agency Genotox Program. Mutation Research99:
273-291, 1982.

GRANT, W. Choromossome aberration assays in Allium. A report of the U.S.
Environmental Protection Agency. Genotoxic Program. Mutation Research,
Amsterdam, v.281, p.89-92, 1982.

GRANT, W. F. Higher plant assays for the detection od chromosomal aberrations
and gene mutations-a brief historical background on their use for screening and
monitoring environmental chemicals. Mutat. Res., Amsterdam, v. 426, p.107-
112. 1999

GRANT, W.F. The present status of higher plant bioassays for the detection of
environmental mutagens. Mutation Research, v.310, p. 175-185, 1994.

GRAY, L. E. J., KELCE, W. R., WIESE, T. Endocrine Screening Methods Workshop
Report: Detection of Estrogenic and Androgenic Hormonal and Antihormonal
Activity for Chemicals That Act Via Receptor or Steroidogenic Enzyme
Mechanisms. Reproductive Toxicology, v. 11 (5), pp. 719-750, 1997.

GRAY, L.E.. Tiered screening and testing strategy for xenoestrogens and
antiandrogens. Toxicol. Lett. 102-103, 677-680, 1998.

159



GRISOLIA, C.K.; STARLING, F.L.R.M. Micronuclei monitoring of fishes from Lake
Paranod, under influence of sewage treatment plant discharges. Mutation
Research 491: 39-44, 2001.

GRISOLIA, C. K. Agrotéxicos: mutacdes, cancer e reproducdo. Brasilia, Editora da
Universidade de Brasilia, 2005. 388 p.

GRISOLIA, C.K Agrotoxicos: mutacdes, cancer & reproducédo. Editora Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2005

GROMBONI, C.F. Estudo comparativo da eficiéncia de diferentes processos
oxidativos para o tratamento de aguas residuais contendo pesticidas. Tese
apresentada a Universidade Federal de Sao Carlos, 2008.

GROVER IS & KAUR S. Genotoxicity of wasterwater samples from sewage and
industrial effluent detected micronucleus assays. Mutation Research v.426:
183-188, 1999.

GROVER, I. S.; DHINGRA, A. K.; ADHIKARI, N.; LADHAR, S. S. Genotoxicity of
pesticides. In: MENDELSOHN, M. L.; ALBERTINI, R. J. (Orgs.), Mutation and
the Environment. Part E, New York: Wiley Liss, p. 91-106, 1990.

GROVER, I. S.; MALHI, P. K. Genotoxic effects of some organophosphorous
pesticides. I. Induction of micronuclei in bone marrow cells in rat. Mutation
Research, Amsterdam, NL: [s.n.], v.155, n.3, p. 131-134, 1985.

GUERRA, M. S.; SAMPAIO, D. P. A. Receituario agrondmico. Sdo Paulo: Editora
Globo, v. 2, 1991.

GUERRA, M.S. Introducdo a Citogenética Geral. Guanabara: Rio de Janeiro.
142p, 1988.

GULYAS, H. Secondary organic environmental pollutants which are generated during
purification processes. Workshop Pollution prevention technologies for
developing countries, 1992

160



GURGEL, I. G. D. Repercussao dos agrotéoxicos na saude dos agentes de
saude publica em Pernambuco. Dissertacdo de mestrado, Recife-PE, Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhaes, 1998.

GURGEL, I.G.D. Repercusséo dos agrotoxicos na saude dos agentes de saude
publica em Pernambuco. Dissertacdo de mestrado, Recife-PE, Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes, 1998.

GUROL, M. Modeling of H202/UV process for water treatment in a continuous flow
stirred - tank reactor, Proc. Annu. Cont. Am. Water Woks Assoc. (Water
Research new decade), 1991.

GUYTON, A.C.; Hall, J.E. Tratado de Fisiologia Médica, 10% ed Editora Guanabara
Koogan, 2002.

HARRIS, C.C. Molecular epidemiology: overview of biochemical and molecular basis.
In: Molecular dosimetry and human cancer. CRC Press, Boca Raton, pp15-
26, 1991.

HAYASHI, M.; UEDA, T.; UYENO, K.; WADA, K.; KINAE, N.; SAOTOME, K,;
TANAKA, N.; TAKAI, A.; SASAKI, Y.F.; ASANO, N.; SOFUNI, T.; OJIMA, Y.
Development of genotoxicity assay systems that use aquatic organisms.
Mutation Research 399, n.2, p.125-133, 1998.

HAYES, W.J.& LAUS E.R. Pesticides studied in man, v.3. Williams and Wilkinson,
Baltimore, 1576 pp, 1991.

HEDDLE JA, HITE M, KIRKHART B, MAVOURNIN K, MACGREGOR JT, NEWELL
GW, Environmental protection agency genotoxy program. Mutation Research,
Amsterdan, v. 281, p. 89-92, 1982.

HEDDLE, J.A.; HITE, M.; IRKHART, B.; MACGREGOR, J. T. E.; SALAMONE, M. F.
The induction of micronuclei as a mensure of genotoxicity—a mensure of The US
environmental protection agency gene-tox program. Mutation Research v.123,
p.61-118,1983.

HERBOLD, B. Methyl parathion-salmonella/microsome test to evaluate for point
mutagenic effect. Wuppertal-Elberfeld, Bayer AG, Institute of Toxicology

161



(Unpublished report No. 15306, submitted to WHO by Bayer AG, Leverkusen,
Germany,1986.

HUYGHE, E., MATSUDA, T., THONNEAU, P. Increasing incidence of testicular
cancer worldwide: a review. Journal Urology 170:5-11, 2003.

IARC. Monographs on the evaluation of the carcinogenic risk of chemicals to
humans, miscellaneous pesticides. Vol. 30 IARC, 1998.

IBARLUZEA, J.M., FERNANDEZ, M.F., SANTA-MARINA, L., OLEA-SERRANO,
M.F., RIVAS, AM., AURREKOETXEA, J.J., EXPOSITO, J.,, LORENZO, M.,
TORNE, P., VILLALOBOS, M., PEDRAZA, V., SASCO, A.J. y OLEA, N. Breast
cancer risk and the combined effect of environmental estrogens. Cancer
Causes Control. 15: 591-600, 2004.

IPCS, 1993. Environmental health criteria N°. 145: methyl parathion. International
Programme on Chemical Safety, IPCS/ World Health Organization, Geneva,
244 p, 1993.

JOKANOVIC, M. Biotransformation of organophosphorus compounds. Toxicology,
v. 166, p. 139-160, 2001.

JOKSIC G, VIDAKOVI A, SPASOJEVI-TIMA V. Cytogenetic monitoring of pesticide
sprayers. Environ Res 75(2):113-118, 1997.

JUAREZ, L. M., ROUSE, D. B.. Acut toxicity of trichlorfon to juvenile freshwater
prawn. Progr. Fish-Cult., v. 45, n. 4, p. 214-216, 1983.

KATZUNG, B.G. Farmacologia béasica e clinica. 9% ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2006.

KAVLOCK R. J, DASTON G. P, DEROSA C, et al. Research Needs for the Risk
Assessment of Health and Environmental Effects of Endocrine Disruptors: A
Report of The U.S. Epa-Sponsored Workshop. Environmental Health
Perspectives, v. 104 (Suppl 4), pp. 715-740 , 1996.

KELCE, W. R.; STONE, C. R.; LAWS, S. C.; EARL, G. L.; KEMPPALNEN, J.A;
WILSON, E. M.; Nature 375, 581,1995.

162



KELLER-BYRNE, J. E., KHUDER, S. A., SCHAUB, E. A.. Meta-analyses of prostate
cancer and farming. Am Journal Ind Med 31:580-6, 1997.

KHORS, S. S.; PANDA, K. K.; PANDA, B. B. Genotoxicity of tetrodotoxin from buffer
fish tested in root meristem cells of Allium cepa. Mutagenesis, New York, v.
12, p. 265-9, 1997.

KHYATI, S & MISHRA, K.K. .Cytogenetic effects of commercially formulated atrazine
on the somatic cells of Allium cepa and Vicia faba. Pesticide Biochemistry
and physiology, vol.93,pp.8-12, 2009.

KIM, K.S., TORRES, C.R.J.R., YUCEL, S., RAIMONDO, K., CUNHA, G.R., BASKIN,
L.S. Induction of hypospadias in a murine model by maternal exposure to
synthetic estrogens. Environmental Research. V. 94, p. 267-275, 2004.

KOIFMAN, S., KOIFMAN, R. J., MEYER, A. Distarbios do Sistema Reprodutivo
Humano e Exposicéo a Pesticidas no Brasil. Caderno de Saude Publica, v.18
(2), pp.435-445 2002..

KOIFMAN, S., PAUMGARTTEN, F. O impacto dos desreguladores enddcrinos
ambientais sobre a saude publica. Cadernos de Saude Publica. v.18, n.2, Rio
de Janeiro, 2002.

KOURAKIS, A.; MOURATIDOU, M.; BARBOUTI, A.; DIMIKIOTOU, M. Cytogenetic
effects of occupational exposure in the peripheral blood lymphocytes of
pesticide sprayers. Carcinogenesis, v. 17, p. 99-101, 1996.

LANDRIGAN P, GARG A, DROLLER D.B.J. Assessing the effects of endocrine
disruptors in the National Children's Study. Environ Health Perspect. v.11,
pl678-82, 2003;

LANGENBACH, T. Pesticidas: Tecnologia sofisticada em maos desinformadas.
Ciéncia Hoje. Séo Paulo. v.10, p.66-68, 1989.

LARINI, L. Toxicologia dos praguicidas. 1. ed. S&o Paulo: Manole Ltda, 1999,
230p.

163



LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Allium cepa Test in environmental
monitoring: a review on its application. Mutation Research v. 682, p. 71-81,
2009.

LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Chromosome aberration and micronucleus
frequencies in Allium cepa cells exposed to petroleum polluted water - A case
study. Mutation Research: Genetic and Toxicology Environmental
Mutagenesis, v. 650, p. 80-86, 2009.

LIMA, F. J. C, et al. Inseticida Organofosforado Metamidofds: Aspectos
Toxicologicos e Analiticos. Pesticidas: R. Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba,
v. 11: 17-34, jan.-dez., 2001.

LIMAN, CIGERCI, I.H; EREN,D.A; Y; KONUK, M.. Determination of genotoxicity of
Fenaminosulf by Allium and Comet tests Pesticide Biochemistry and
Physiology, Volume 99, Issue 1, Pages 61-64, 2011.

LIRA, D. C. B. Estudo da degradacado fotoquimica para reuso de aguas de
processo em complexo industrial petroquimico. USP, Dissertacdo M.Sc.,
S&o Paulo, 2006.

LUNA, C. F. Avaliacdo do impacto do programa um milh&o de cisternas rurais
na saude: ocorréncia de diarréia no agreste central de pernambuco. Tese
de doutoramento em Saude Publica Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fiocruz, 2011.

LUNDIN C, NORTH M, ERIXON K, WALTERS K, JENSSEN D, GOLDMAN AS &
HELLEDAY T. Methyl methanesulfonate (MMS) produces heat-labile DNA
damage but no detectable in vivo DNA doublestrand breaks. Nucleic Acids
Res, 2005.

MA, T. H. Micronuclei induced by X-rays and chemical mutagens in meiotic pollen
mother cells of Tradescantia - a promising mutagen test system. Mutation
Research 64, p. 307-313, 1979.

MA, T. H. Tradescantia cytogenetic tests (root-tip mitosis, pollen mitosis, pollen
mother-cell meiosis). A report of the U. S. Environmental Protection Agency
Gene-Tox Program. Mutation Research 99, p. 293-302, 1982.

164



MA, T. H. Tradescantia micronucleus bioassay and pollen tube chromatid aberration
test for in situ monitoring and mutagen screening. Environmental Health
Perspectives 37, p. 85-90, 1981.

MA, T. H.; Grant, W. F. The Tradescantias - adventurous plants. The Herbarist. v.
48, p. 36-44, 1982.

MA, T.H.; XU, Z.; XU, C.; MCCONELL, H.; RABAGO, E.V.; ARREOLA, H.; ZHANG,
H. An improved Allium/Vicia root tip micronucleus assay for clastogenicity of
environmental pollutants. Mutation Research 334, p.185-195, 1995.

MALATO, S.; BLANCO, J.; VIDAL, A.; RICHTER, C. Photocatalysis with solar energy
at a pilot-plant scale: An overview. Applied Catalysis B: Environmenal. V.37,
p. 1-15, 2002.

MALHI, P. K., GROVER, I. S. Genotoxic effects of some organophosphorus
pesticides. In vivo chromosomal aberration bioassay in bone marrow cells in rat.
Mutation Research, v. 188, n. 1, p. 45-51,1987.

MARCANO L, CARRUYO I, DEL-CAMPO A, MONTIEL X. Cytotoxicity and mode of
actino of maleic hydrazide in root tips of Allium cepa L. Environmental
Research 94: 221-226, 2004.

MARIN-MORALES, M. A (org.). A utilizagcdo de Allium cepa como organismo
teste na deteccdo da genotoxicidade ambiental [Apostila do Curso de
Ciéncias Bioldgicas da UNESP] 2005.

MARKEY, C. M., RUBIN, B., S., SOTO, A. M., et al. “Endocrine Disruptors: From
Wingspread to Environmental Developmental Biology” Journal Steroids
Biochemistry & Molecular Biology, v. 1802, pp. 1-10, 2003.

MATHEW, G., ABDUL RAHIMAN, M., & VIJAYALAXMI, K.K.6 In vivo genotoxic
effects in mice of Metacid 50 an organophosphorus insecticide. Mutagenesis,
5(2): 147-149, 1990.

MAYER, F.L. Jr & ELLERSIECK, M.R. Manual of acute toxicity: interpretation and
data base for 410 chemicals and 66 species of freshwater animals., pp.
311, 1986.

165



MAYER, F.L. Jr. Acute toxicity handbook of chemicals to estuarine organisms. Gulf
Breeze, Florida, US Environmental Protection Agency, 283 pp, 1987.

MAZZEO, D.E.C; FERNANDES, T.C.C.; MARIN-MORALES, M.A. Cellular damages
in the Allium cepa test system, caused by BTEX mixture prior and after
biodegradation process. Chemosphere, v. 85 (1) Pages 13-18, 2011.

MELNIKOW, N.N. Chemistry of pesticides. Berlin, Heidelberg, New York, Springer
Verlag., 1971.

MELO; A.A.S.; TROVO, A.G.; BAUTITZ, I.R.; NOGUEIRA, R.F.P. Degradacéo de
farmacos residuais por processos oxidativos. Quim. Nova v.32 n°1 Sédo Paulo,
20009.

MENDES, A.J.J. The endocrine disrupters: a major medical challenge. Food and
Chemical Toxicology, v. 40 (6), Pages 781-788, 2012.

MEYER, A.; Chrisman, J.; Moreira, J. C; Koifman, S. Cancer mortality among
agricultural workers from Serrana Region, Rio de Janeiro, Brazil. Environ Res.,
v. 93, p. 264-71, 2003.

MEYER, A.; SARCINELLI. N. P.; MOREIRA, C. J. Estardo alguns grupos
populacionais brasileiros sujeitos a acédo de disruptores enddcrinos? Are some
Brazilian population groups subject to endocrine disrupters? Cadernos de
Saude Publica v.15,n.4, Rio de Janeiro,Out./Dez, 1999.

MILLER, D., WHEALS, B.B., BERESFORD, N., SUMPTER, J.P. Estrogenic activity
of Phenolic additives determined by an in vitro yeast bioassay. Environmental
Health Perspectives v. 109, p. 133-138, 2001.

MILLS L.J.; CHICHESTER, C.Review of evidence: are endocrine disrupting
chemicals in the aquatic environment impacting fish populations. Sci Total
Environ 343:1-34, 2005.

MINISSI, S.; CICCOTTI, E.; RISSONI, M. Micronucleus test in erythrocytes of Barbus
plebejus (Teleostei, Pices) from two environments: a bioassay for the in situ
detection of mutagens in freshwater. Mutation Research v. 343, p. 121-35,
1996.

166


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691502000182

MINISSI, S.; LOMBI, E. Heavy metal content and mutagenic ctivity, evaluated by
Vicia faba micronucleus test, of Tiber river sediments. Mutation Research, v.
39, p. 317-321, 1997.

MOCTEZUMA, E., LEYVA, E., PALESTINO, G., & DE LASA, H. Photocatalytic
degradation of methyl parathion: reaction pathways and intermediate reaction
products. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, 186,
71-84, 2007.

MOORTHY, K.S., REDDY, B.K., CHETTY, C.S., & SWAMI, K.S.Catalytic potential of
catalase in hepatopancreas of freshwater mussel Lamellidens marginalis during
induced methyl-parathion toxic stress. Geobios, 10(1): 42-44, 1983.

MORAGAS, W. M. Biocidas: Suas propriedades e seu histérico no Brasil. Caminhos
de Geografia. Uberlandia, v. 3, n. 10, p. 26-40, set. 2003.

MOREIRA, J.C. et al.. Avaliacdo integrada do impacto do uso de agrotoxicos sobre a
saude humana em uma comunidade agricola de Nova Friburgo, RJ. Ciéncia e
Saude Coletiva. Rio de Janeiro, RJ, v. 7/2, p. 299-311, 2002.

MUDGALL, C.F. & PATIL, H.S. Toxic effects of dimethoate and methyl parathion on
glycogen reserves of male and female Rana. J. Environ. Biol., 8(3): 237-
244,1987.

NATARAJAN, A. T. Chromosome aberrations: past, present and future. Mutation
Research, v. 504, p. 3-16, 2002.

NETO, M. L. F.; SARCINELLI, P. N. Agrotéxicos em &agua para consumo
humano: uma abordagem de avaliacdo de risco e contribuicdo ao
processo de atualizacdo da legislacdo brasileira. Eng. Sanit. Ambient., v.14,
n. 1, p. 69-78, 20009.

NIMMO, D. R. Pesticides. In: RAND, G.M.; PETROCELLI, S.R. Fundamentals of
aquatic toxicology: methods and applications. New York: Chemosphere, p.
335-373, 1985.

NORDKAP, L; JOENSEN, U.N; JENSEN, M.B; JORGENSEN, N. Regional
differences and temporal trends in male reproductive health disorders: Semen

167



qguality may be a sensitive marker of environmental exposures, Molecular and
Cellular Endocrinolog. In press, 2011.

NOVELLI, A; VIEIRAB.H; VASCONCELOS,A.M; PERET, EVALDO, A.C;
ESPINDOLA, L.G. Field and laboratory studies to assess the effects of
Vertimec® 18EC on Daphnia similis. Ecotoxicology and Environmental
Safety, Volume 75, 1 Pages 87-93, 2012.

NUSSBAUM, R. L., Thompson & Thompson: Genética Médica, 62 edicao,
Editora:Guanabara Koogan, 2002.

OBE, G.; PFEIFFER, P.; SAVAGE, J.R.; JOHANNES, C.; GOEDECKE, W
JEPPESEN, P.; NATARAJAN, A.T.; MARTINEZ-LOPEZ, W.; FOLLE, G.A;
DRETS, M.E. chromosomal aberrations: formation, identification and
distribution. Mutation Research v. 504, p. 17-36, 2002.

OLEA, N., ZULUAGA, A. Exposicion infantil a disruptores endocrinos. Anales
Espafioles de Pediatria. v. 54 (1): 58-62, 2001.

OMURA, T. Forty Years of Cytochrome P450. Biochemical and Biophysical
Research Communications 266:690-698, 1999.

OPUSZYNSKY, K., SHIREMAN, J.V., ALDRIDGE, F.J. Environmental manipulation
to stimulate rotifers in fish ponds. Aquaculture, 42:343-348, 1984.

PALAWSKI, D., BUCKLER, D.R., & MAYER, F.L. Survival and condition of rainbow
trout (Salmo gairdneri) after acute exposures to methyl parathion, triphenyl
phosphate, and DEF. Bull. Environ. Contam. Toxicol., 30: 614-620, 1983.

PAVIA, G.M. LAMPMAN, G.S. KRIZ, Introduction to Spectroscopy, Har-court
College Pub, New York, 2001.

PEDRO, J. Deteccéo da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, do
inseticida fipronil no organismo teste Allium cepaDissertacao (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro, 103f, 2008.

168



PERES, F. E veneno ou é remédio? Os desafios da comunicacéo rural sobre
agrotoxicos. 1999. Dissertacdo (Mestrado) — Escola Nacional de Saude Publica,
Fiocruz, Rio de Janeiro, 1999.

PERES, F. J.,, MOREIRA, C., DUBOIS, G. S. Agrotoxicos, saude e ambiente: uma
introducdo ao tema. In: Peres, F.; Moreira, J. C. (Org.) E Veneno ou é
Remédio? Agrotoxicos, saude e ambiente, 1. ed. Rio de Janeiro: ed.
FIOCRUZ. 2007.

PERES, F.; MOREIRA, J. C. E veneno ou é remédio? Agrotoxicos, salde e
ambiente. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, p. 384, 2003.

PERES, F.; MOREIRA, J. C. E veneno ou é remédio? Agrotdxicos, salde e
ambiente. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, p. 384, 2003.

PETIT F, LE GOFF P, CRAVEDI JP, ET AL.. Two complementary bioassays for
screening the estrogenic potency of xenobiotics: Recombinant yeast for trout
estrogen receptor and trout hepatocyte cultures. J Molecular Endocrinology
19:321-335, 1997.

PFEIFFER, P.; GOEDECKE, W.; OBE, G. Mechanisms of DNA double-strand break
repair and their potential to induce chromosomal aberrations. Mutagenesis, v.5,
n.4, p. 289-302, 2000.

PIGNATI, W. A. Saude - doenca dos trabalhadores rurais e os agrotoxicos.
Disponivel em:  <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/trabalhador/pdf/texto_agro
toxicos.pdf>. Acesso em: 8 jan. 2010.

PIGNATI, W.A. Machado JMH. O agronegécio e seus impactos na saude dos
trabalhadores e da populacdo do estado de Mato Grosso. In: Pignati WA. Os
riscos, agravos e vigilancia em saude no espaco de desenvolvimento do
agronegocio no Mato Grosso (tese de doutorado). Rio de Janeiro: Fiocruz/
Ensp, p. 81-105, 2007.

PIMENTEL, D. Green revolution agriculture and chemical hazards. Pontifical
Academy of Sciences. Paper for the working group on chemeical hazards
in developing countries. p. 1-21, 1993.

169



PIMENTEL, D. Green revolution agriculture and chemical hazards. Pontifical
Academy of Sciences. Paper for the working group on chemeical hazards in
developing countries. p. 1-21, 1993.

PIMENTEL, D. Green revolution agriculture and chemical hazards. Science of the
total environment v.188, n. 1, p. 86-98, set. 1996.

PINA-GUZMAN B, SOLIS-HEREDIA MJ, ROJAS-GARCIA AE, URIOSTEGUI-
ACOSTA, M, QUINTANILLA-VEJA B. Genetic damagecaused by methyl-
parathion in mouse spermatozoa is related to oxidative stress. Toxicology and
Applied Pharmacology 216: 216-224, 2006.

PINHEIRO; S.; NASSAER, N.Y.; LUZ, D. — A agricultura ecolégica e a mafia dos
agrotoxicos no Brasil. Porto Alegre, Edi¢do dos Autores, 1993.

PORTO, M.F.S. Entre a saude e a vulnerabilidade: em busca de uma abordagem
ecossocial. In: PORTO, M. e FREITAS, C. Problemas Ambientais e
Vulnerbailidade: abordagens integradoras para o campo da saude publica.
FIOCRUZ/CESTEH, Rio de Janeiro, 2003.

POTTIA., GANTI, AK., SHOLES, K., LANGNESS, E., KOKA, V., HORVARTH, L.,
KOCH, M. Effect of pesticide exposure on HER-2/neu overexpression seen in
patients with extensive stage small cell lung carcinoma. Clinical Cancer
Research, v. 9, n.13, p. 4872-4876, out. 2003;

QUINZANI - JORDAO, B. Ciclo celular em meristemos. La formation de
intercambios entre crométidas hermanas. 1987. 276 f. Tese (Doutorado em
Genética) — Universidad de Complutense, Madrid,;

RACKE, K.D., STEELE, K.P., YODER, R.N., DICK, W.A., AVIDOV, E. Factors
affecting the hydrolytic degradation of chlorpyrifos in soil. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 44: 1582-1592., 1996.

RAINBIRD, G., O'NEILL, D. Occupational disorders affecting agricultural workers in
tropical developing countries: results of a literature, Review. Applied
ergonomics, v. 26, n. 3, p.187-93. jun. 1995.

RAJESHWAR, K. & IBANEZ, J.G. Fundamentals and Application in Pollution
Abatement, Academic. Press, San Diego, CA, 1997.

170



RANK J, NIELSEN MH. Genotoxicity testing of wastwater sludge using the
Allium cepa anaphase-telophase chromosome aberration assay. Mutation
Research 418: 113-9, 1998.

RANK J, LOPEZ LC, NIELSEN MH, MORETTON J. Genotoxicity of maleic
hydrazide, acridine and DEHP in Allium cepa root cells performed by two
different laboratories. Hereditas. 136: 57-59, 2002.

RANK J, NIELSEN, MH. A modified Allium cepa test as a tool in the acreening of the
genotoxity of complex mistures. Hereditas. 118: 49-53, 1997.

RASHID, K. A.& R. O. MUMMA. Genotoxicity of methyl parathion in short term
bacterial tests systems. J. Environ. Sci. Health, B19:565-577, 1984.

RECENA, M. C. P, PIRES, D. X., CALDAS, E. D. Acute poisoning with pesticides in
the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. Science of the total environment, v.
15, n. 357, p. 1-3. 2005.

REDDY, K. S.; GAMBRELL, R. P. The rate of soil reduction as affected by levels of
methyl parathion and 2,4-D. J. Environ. Sci. Health, v. 20, p. 275-298, 1985.

REDDY, P.S., BHAGYLAKSHMI, A., & RAMAMURTHI, R. Carbohydrate metabolism
in tissue of fresh water crab (Oziotelphusa senex senex exposed to methyl
parathion. Bull. environ. Contam. Toxicol., 36: 204-210, 1986.

REED, N-M. R.. Evaluation of methyl parathion as toxic air contaminant. Human
Health Assessment, Part C. Medical Toxicology Branch. Department of
Pesticide Regulation (DPR),California Environmental Protection Agency,
Sacramento, CA. 1999. Disponivel em (www.cdpr.ca.gov/docs/empm/pubs
/methylpa/mppartc.pdf).

REHWOLDT, R.E., KELLEY, E., & MAHONEY, M. Investigations into the acute
toxicity and some chronic effects of selected herbicides and pesticides on
several fresh water fish species. Bull. environ. Contam.Toxicol., 18(3): 361-
365, 1977.

RIBEIRO, L. R. Teste do microntcleo em medula 6ssea de roedores in vivo. In:
RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M.F. ; MARQUES, E. K. (Org.). Mutagénese
Ambiental. Canoas: Ulbra, 355p, 2003.

171



RITTER, L. Report of a Panel on the relationship between public exposure to
pesticides and cancer. Cancer v.80, n. 10, p. 2019-2033, 1997.

RODVALL, Y.; DICH, J.; WIKLUND, K. Cancer risk in offspring of male pesticide in
agriculture in Sweden. Occup Environ Med, 60:798-801, 2003

ROJAS, A.; OJEDA, M.E.; BARRAZA, X. Congenital malformations and pesticide
exposure. Revista Medica de Chile, v. 128, p. 399-404, 2000.

ROSATI, J. L. R.; DUTRA, A. A. M.; MORAES, A. C. L.; FERREIRA, M. C. E. L,
ROCHA, L. F. R. Intoxicagdo por Carbamatos e Organofosforados. Journal
Brasilian of Medice, V. 69, no. 3 : p. 73-96, 1995.

ROUTLEDGE, E. J., SUMPTER, J. P. Estrogenic Activity of Surfactants and Some of
their Degradation Products Assessed Using a Recombinant Yeast Screen.
Environmental Toxicology and Chemistry, v. 15 (3), pp. 241-248, 1996;

SALAMONE MF. The induction of micronuclei as a measure of genotoxicity. A Report
of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox Program. Mutation
Research. 1983; 123: 61-118.

SALAZAR- ARREDONDO, E ., SOLIS- HEREDIA, M . J ., ROJAS -GARCIA, E.,
HERNAND EZ- OCHOAI, QUINTANILLA-VEGA, B. Sperm chromatin alteration
and DNA damage by methyl-parathion, chlorpyrifos and diazinon and their oxon
metabolites in human spermatozoa. Reprod. Toxicol. 25, 455—- 460, 2008.

SANKARARAMAKRISHNAN, N.; SHARMA, AK.; SANGHI, R. Organochlorine and
organophosphorous pesticide residues in ground water and surface waters of
Kanpur, Uttar Pradesh, India. Environment International, v. 31, p. 113-120,
2005.

SANTAMARTA, J. A ameaca dos disruptores endocrinos. Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel 2(3): 18-29, 2001.

SANTOS, VMR., DONNICI, CL., DaCOSTA, JBN., CAIXEIRO, JMR. Compostos
organofosforados pentavalentes: histérico, métodos sintéticos de preparacéo e
aplicagBes como inseticidas e agentes antitumorais. Quimica Nova, Sdo Paulo,
v.30, n. 1, 2007.

172



SASCO, A.J. Breast cancer and the environment. Hormone Research v.60 (3), p.
50. 2003.

SBRANA, | & MUSIO, A. Enhanced expression of common fragile site with
occupational exposure to pesticides. Cancer Genet Cytogenet, 82, pp. 123—
127, 1995.

SCHMUTZLER C., HAMANN, I., HOFMANN, P.J., KOVACS, G., STEMMLER, L.,
MENTRUP, B., SCHOMBURG, L., AMBRUGGER, P., GRUTERS, A,
SEIDLOVA-WUTTKE, D., JARRY, H., WUTTKE, W., KOHRLE, J. Endocrine
active compounds affect thyrotropin and thyroid hormone levels in serum as well
as endpoints of thyroid hormone action in liver, heart and kidney. Toxicology v.
205, p. 95-102, 2004.

SEARLE, C.E (Ed.) Chemical Carcinogens. ACS Monograph 173, American
Chemical Society, Washington D.C., pp 324-365,1976.

SHARMA, C. B. S. R.; PANNEERSELVAN, N. Genetic toxicology of pesticides in
higher plant systems. Crit. Ver. Plant. Sci., v. 9, pp 409-442. 1990.

SINDAG, Sindicato Nacional da Industria de Produtos Para Defesa Agricola.
Agrotéxicos llegais. Disponivel em:<http://www.sindag.com.br. Acesso em:
11/08/11.

SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA A DEFESA
AGRICOLA. 2001. InformacGes ao setor. Disponivel em http://www.
sindag.com.br /new/setor/index.php. Acesso em 12/11/2011.

SKAKKEBAEK, N.E. Testicular dysgenesis syndrome. Hormone Research v..60, p.
49, 2003.

SKAKKEBAEK, N.E., CARLSEN, E., GIWEREMAN, A., KEIDING, N. Evidence for
decreasing quality of semen during past 50 years. British Medicine Journal. v.
305, p. 609-613, 1992.

SKAKKEBAEK, N.E., JENSEN, T.K., TOPPARI, J., KEIDING, N. Do environmental
oestrogens contribute to the decline in male reproductive health? Clinical
Chemistry. V. 41/42, p. 1896-1901, 1995.

173



SMAKA-KINCL, V.; STEGNAR, P.; LOVKA, M.; TOMAN, M. J. The evaluation of
waste, surface and ground water quality using the Allium test procedure.
Mutation Research, v. 368, p. 171-179, 1996.

SOBTI, R.C., KRISHAN, A., & PFAFFENBERGER, C.D. Cytokinetic and cytogenetic
effects of some agricultural chemicals on human lymphoid cells in vitro:
organophosphates. Mutat. Res., 102: 89-102, 1982.

SOSAK-SWIDERSKA, B.; TYRAWSKA, D.; MASLIKOWSKA,B. Microalgal citoxicity
test with 3, 4 dichloroaniline.Chemosphere, Oxford, v. 37, p. 2975-2982, 1998.

SOUZA, B.S. Avaliacdo do processo H,0,/UV como pOs-tratamento e remocao
da atrazina de um efluente secundério de ETE para fins de reuso. Tese de
doutorado, PEQ/COPPE/UFRJ, 2011.

SPADOTTO, A. C., GOMES, F. A. M., LUCHINI, C. L., ANDREA, M. M.
Monitoramento do Risco Ambiental de Agrotoxicos: principios e
recomendacdes. Embrapa Meio Ambiente. Documentos - 42. Jaguarilna:
Embrapa Meio Ambiente, p. 29, 2004;

SPADOTTO, C.A.; GOMES, M.AF.; LUCHINI, L. C.; ANDREA, M.M.
Monitoramento do risco ambiental de agrotdoxicos: principios e
recomendacdes. Embrapa Meio Ambiente 29 p, 2004.

SRIVASTAVA, K, MISHRA, K.K. Cytogenetic effects of commercially formulated
atrazine on the somatic cells of Allium cepa and Vicia faba. Pesticide
Biochemistry and Physiology, Volume 93, Issue 1, Pages 8-12, 20009.

STEPHENSON, R.R. & KANE, D.F. Persistence and effects of chemicals in small
enclosures in ponds. Arch. Environ. Contam. Toxicol.13:313-326, 1984.

STEVENS, J. T. & SUMNER, D. D. Herbicides. In Handbook of Pesticide
Toxicology, Vol. 3 (W. J. Hayes and E. R. Laws, Eds.), pp. 1317-1408.
Academic Press, New York ,1991.

STOPPELLI, I. M.B., MAGALHAES, C. P. Salde e seguranca alimentar: a quest&o
dos agrotéxicos. Ciéncia & Saude Coletiva, v.10, p.91-100, 2005.

174



SUCEN, Superintendéncia de Controle de Endemias. Praguicidas In: Seguranca em
controle quimico de vetores, 2001.

SUCEN. Superintendéncia de Controle de endemias de Séo Paulo, 200. Manual de

Controle de Endemias. Disponivel em:
http://www.bvsde.paho.org/bvsapud/p/fulltext/plagui/plagui.pdf. Acessado em
10/12/2011.

SUMNER, A.T. Chromosome Banding. London: Unwin Hyman, 1990..

SWIERENGA, S.H.H.; HEADLE, J.A.; SIGAL, E.A.; GILMAN, J.P.W.; BRILLINGER,
R.L.; DOUGLAS, G.R.; NESTMANN, E.R. Recommended protocols based on a
survey of current practice in genotoxicity testing laboratories, IV. Chromosome
aberration and sister chromatid exchange in Chinese hamster ovary, V79
Chinese hamster lung and human lymphocyte cultures. Mutat. Res., v. 246,
p.301-322, 1991.

TAN, S. A. ERGENE, S. TOPCU, F. YILMAZ, A. KAYA, |. ARSLANOGLU, K.
CAVUSOGLU. The cytotoxic, biochemical and physiological effects of Basudin
60 EM and Cupravit ob 21 pesticides on Allium cepa. New Biotechnology, v.
25, Supplement, 20009.

TEILMANN, G., JUUL, A., SKAKKEBAEK, N.E., TOPPARI, J. Putative effects of
endocrine disrupters on pubertal development in the human. Best Practice and
Research Clinical Endocrinology and Metabolism. V. 16, p. 105-121, 2002.

TEIXEIRA, C.P.A.B. Estudo comparativo de tipos diferentes de processos
oxidativos avancados. Tese de Doutorado. Universidade Estadual de
Campinas, 2002.

TEIXEIRA, R. O.; CAMPAROTO, M. L.; MAMTOVANI, M, S.; VICENTINI, V. E. P.
Assessment of two medicinal plants, Psidium guajava L. and Achillea
millefolium L. in vivo assays. Genetics and Molecular Biology, Ribeiréo Preto.
v. 26, p. 551-555. 2003.

THOMPSON, C.W., FRICK, J.A., NATKE, B.C., HANSEN, L.K. Preparation, analysis
and anticholinesterase properties of O,0-dimethyl phosphorothioate isomerides.
Chemical Research in Toxicology, v.2, p.386-391, 1989.

175


http://www.bvsde.paho.org/bvsapud/p/fulltext/plagui/plagui.pdf

THUMA, N. K.; O'NEILL, P. E.; BROWNLEE, S.G.; VALENTINE, R. S. Microbial
degradation of selected harzardous materials: pentachlorophenol,
hexachlorocyclopentadiene and methyl parathion, Washington, DC, US
Environmental Protection Agency, p. 76, 1983.

TINGLE, C. C. D.; ROTHER, C. F.; DEWHURST, C. F.; LAUER, S.; KING,
W. J. Fipronil: environmental fate, Ecotoxicology and Human Health
Concerns, Environmental Contamination and Toxicology, New York. v. 176,
p.1-66, 2003.

TINGLE, C. C. D.; ROTHER, C. F.; DEWHURST, C. F.; LAUER, S.; KING, W.
J..Fipronil: Environmental Fate, Ecotoxicology and Human Health Concerns,
Environmental Contamination and Toxicology, New York. v. 176, p.1-66,
2003.

TITUS-ERNSTOFF, L., HATCH, E.E., HOOVER, R.N., PALMER, J., GREENBERG,
E.R., RICKER, W., KAUFMAN, R., NOLLER, K., HERBST, A.L., COLTON, T.,
HARTGE, P. Long-term cancer risk in women given diethylstilbestrol (DES)
during pregnancy. British Journal of Cancer. v. 84, p. 126-133, 2001.

TRAPP, S. Dynamic root uptake model for neutral lipophilic organics. Environmental
Toxicology and Chemistry, v.21, p.203-206, 2002.

TRAPP, S. Modelling uptake into roots and subsequent translocation of neutral and
ionisable organic compounds. Pest Management Science, v.56, p.767-778,
2000.

TRIPATHY, N. K.; DEY, L.; MAJHI, B.; DAS, C. C. Genotoxicity of metacid
established through the somatic and germ line mosaic assays and the sex-
linked recessive lethal test in Drosophila. Arch. Toxicol., v. 61, n. 1, p. 53-57,
1987.

TURGUT, C. The contamination of organochlorine pesticides and heavy metals in
surface water in Kucuk Menderes River in Turkey, 2000—2002. Environment
International, v. 29, p. 29-32, 2003.

TURGUT, C. The impact of pesticides toward parrot feather when applied at the
predicted environmental concentration. Chemosphere, v. 66, p. 469-473, 2007.

176



UNDERBRINK, A. G.; SCHAIRER, L. A.; SPARROW, A. H. Tradescantia stamen
hairs: a radiobiological test system applicable to chemical mutagenesis. In:
Hollaender, A., (Ed). Chemical Mutagens - Principles and Methods for Their
Detection. New York: Plenum Press, p. 171-207,1973.

USEPA (Unites States Environment Protection Agency), The Incorporation of Water
Treatment Effects on Pesticide Removal and Transformations in Food Quality
Protection Act (FQPA). 2001. Drinking Water Assessments - Office of
Pesticide Programs, Washington, 2001.

VALENTE, A.L.P & AUGUSTO,F. Microextracdo por fase sélida. Quimica Nova,
23(4), 2000.

VAN BAO, T, SZABO, I., RUZICSKA, P., & CZEIZEL, R. Chromosome aberrations in
patients suffering acute organic phosphate insecticide intoxication.
Humangenetik., 24: 33-57, 1974.

VENTURA, B.C.; DE ANGELIS, D.F.; MARIN-MORALES, M.A. Mutagenic and
genotoxic effects of the Atrazine herbicide in Oreochromis niloticus
(Perciformes, Cichlidae) detected by the micronuclei test and the comet assay.
Pesticide: Biochemistry and Physiology, v. 90, p. 42-51, 2008.

VESSEY, M.P., VILLARD-MACKINTOSH, L., PAINTER, R. Epidemiology of
endometrosis in women attending family planning clinics. British Medicine
Journal. V. 305, p. 182-184, 1993.

VIDEIRA, R.A.; ANTUNES-MADEIRA, M.V.; MADEIRA, V.M.C. Interaction of
ethylazinphos with the physical organization of model and native membranes.
Biochimica et Biophysica Acta, v.128, p. 65-72, 1996.

VINATEA ARANA L. Principios quimicos de qualidade da agua. Florianépolis:
UFSC, 1997.

WAISSMANN, W. Vigilancia Sanitaria e Desreguladores Endocrinos. Cadernos de
Saude Publica. V. 18, p. 511-517, 2002.

WANG, J; SUN, W, ZHANG,Z; ZHANG,X; LI, R; MA, T; ZHANG, P; LI, Y.
Sonocatalytic degradation of methyl parathion in the presence of micron-sized
and nano-sized rutile titanium dioxide catalysts and comparison of their

177



sonocatalytic. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, Volume 272,
Issues 1-2, 2 p. 84-90, 2007.

WARE, G.W. Pesticides: Theory and applications. San Francisco: W.H. Freeman
and Company, 1983, p. 35-67.

WASWA, F.; GACHENE, C. K. K.; EGGERS, H. Assessment of erosion damage in
Ndome and Ghazi, Taita Taveta, Kenya. Geo Journal, v. 56, p.201-212, 2002.

WEBER, R. F. A., PIERIK, F. H., DOHLR, G. R., et al. Environmental Influences of
Male Reproduction. BJU International, v.89, pp. 143-148, 2002.

WEBSTER, L.; McKENZIE, G.H.; MORIARTY, H.T. Organophosphate-based
pesticides and genetic damage implicated in bladder cancer. Cancer Genetics
and Cytogenetics v. 133, p. 112-117, 2002.

WITTERS, H. Comparative study on the in vitro/in vivo estrogenic potencies of 17[3-
estradiol, estrone, 17a-ethynylestradiol and nonylphenol. Aquatic Toxicology.
V. 66, p. 183-195, 2004.

WORTHING, C.R. The Pesticide Manual. 6 ed. British Crop Protection. Lavenham
Press, Lavenham, 1979.

WRIGTH, D.A.; WELBOURN, P. Environmental Toxicology, Cambrige University
Press, 657 p, 2002.

WU, C & LINDEN, K.G. Degradation and byproduct formation of parathion in
aqueous solutions by UV and UV/H,0, treatment. Water Research v. 42, Issue
19, Pages 4780-4790, 2008.

WU, W. Z., CHEN, J., REHMANN, K., et al. Estrogenic Effects from Household
Stoves. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 53, pp. 65-69, 2002.

YAMAMOTO, K.I., KIKUCHI, Y. A comparison of diameters of micronuclei-induced by
clastogens and spindle poisons. Mutat. Res. 71, 127-131, 1980

178



ZAGATTO, P.A; BERTOLETTI, E. Ecotoxicologia Aquéatica: principios e aplicacdes
- 22 Ed. Editora Rima, 2011.

ZHOU, R.; ZHU, L.; YANG, K.; CHEN, Y. Distribution of organochlorine pesticides in
surface water and sediments from Qiantang River, East China. Journal
Hazardous Materials, v. 137, p. 68-75, 2006.

ZHOU, X. SANG,W, LIU, S, ZHANG,Y & GE, H. Modeling and prediction for the
acute toxicity of pesticide mixtures to the freshwater luminescent bacterium
Vibrio ginghaiensis sp.-Q67 Journal of Environmental Sciences, v. 22, Issue
3, Pages 433-440 205-212, 2010.

179



