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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acUcar. O fenilpirazol fipronil esta dentre
os inseticidas mais utilizados na cultura de cana-de-agucar. Sua molécula é extremamente
ativa e um potente desregulador do sistema nervoso central dos insetos. Devido a sua
elevada toxicidade, moléculas como o ethiprole estdo sendo empregadas na agricultura
em busca de uma alternativa mais segura. Produzido a partir da modificacdo da molécula
do fipronil, poucos estudos tém demonstrado que o ethiprole surgiu no cenéario agrario
como uma alterativa mais segura que o fipronil aos organismos néo alvos em geral. O uso
de bioindicadores permite o estudo dos possiveis riscos de inseticidas. Entre estes, plantas
e organismos aquaticos sao excelentes para avaliar efeitos de agrotoxicos no ambiente.
No presente estudo, foi avaliada a acdo de diferentes concentragcdes dos inseticidas
Regent® e Curbix® em organismos ndo alvos, por meio de ferramentas macroscopicas
em Allium cepa e Lactuca sativa e microscopicas em Oreochromis niloticus. Os testes de
germinacdo de sementes e alongamento radicular em A. cepa e L. sativa foram utilizados
para a avaliacdo dos efeitos fitotoxicos no desenvolvimento inicial das plantas. As
alteracdes histopatoldgicas no figado de O. niloticus, a quantificacdo de peroxidacédo
lipidica (TBARS), localizacdo in situ das proteinas de choque térmico (HSP70) e de
fragmentacdo do DNA (TUNEL) foram empregadas para verificar o potencial toxico dos
inseticidas a nivel celular. Os resultados das andlises fitotoxicas em A. cepa
demonstraram que o Curbix® induziu a reducdo da porcentagem de germinacdo, do
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e do alongamento das raizes expostas as
maiores concentragdes. Em L. sativa, as concentracOes residuais de ambos o0s inseticidas
estimularam a velocidade em que as sementes germinaram, bem como o alongamento de
suas raizes. Também foi observado que as diluigdes com as maiores concentraces dos
dois inseticidas empregadas em O. niloticus induziram peroxidacéo lipidica e alteracdes
teciduais no figado dos animais. Diante do apresentado, concluimos que o uso do
Curbix® como alternativa ao Regent® é perigoso, uma vez que o Curbix® apresentou

maior toxicidade que o Regent® em plantas e toxicidade similar a seu analogo em peixes.

Palavras-chave: Curbix®, Regent®, fenilpirazol, ecotoxicologia



ABSTRACT

Brazil is the world’s largest sugar cane producer. Phenylpyrazole fipronil is included among
the most commonly used insecticides in sugarcane cultivation. Its molecule is extremely
active and a powerful deregulator of the central nervous system of insects. Given its high
toxicity, molecules such as ethiprole are being employed in agriculture to find a safer
alternative. Developed by modifying the Fipronil molecule, few studies have demonstrated
whether ethiprole appeared as a safer alternative to Fipronil to non-target organisms in
general. The use of bioindicators allows the study of possible risks of insecticides. Among
them, plants and aquatic organisms are excellent for assessing the effects of pesticides on the
environment. In the present study, it was assessed the effects of different concentrations of
Regent® and Curbix® insecticides on non-target organisms, employing macroscopic tools
in Allium cepa and Lactuca sativa and microscopic ones in Oreochromis niloticus. Seed
germination and root elongation tests on A. cepaand L. sativa were used to evaluate
phytotoxic effects on initial plant development. Histopathological alterations in the liver
of O. niloticus, quantification of lipid peroxidation (TBARS), in situ locations of thermal
shock proteins (HSP70), and DNA fragmentation (TUNEL) were used to verify the toxic
potential of insecticides at the cellular level. The results of phytotoxic analyses on A.
cepa showed that Curbix® induced a reduction in germination percentage, germination
velocity index (GPI) and root elongation at higher concentrations. In L. sativa, the residual
concentrations of both insecticides increased the rate at which the seeds germinated, as well
as the elongation of their roots. It was also observed that the dilutions with the highest
concentrations of the two insecticides used in O. niloticus induced lipid peroxidation and
tissue alterations in the liver of the animals. In this context, we concluded that the use of
Curbix® as an alternative to Regent® is dangerous since Curbix® showed greater toxicity

than Regent® in plants and similar toxicity to its analog in fish.

Keywords: Curbix®, Regent®, phenylpyrazol, ecotoxicology
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um consumidor assiduo de defensivos agricolas. Sua relagdo com esses
agentes ndo € recente; no entanto, dados do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG) demonstram que nas ultimas décadas assumiu proporcdes
preocupantes quando a venda de produtos agricolas saltou, entre os anos de 2001 e 2008, de
um pouco mais de US$ 2 bilhGes para mais de US$ 7 bilhdes, tornando-se o maior
consumidor mundial de defensivos agricolas. Apesar de manter este titulo atualmente, um
levantamento feito pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, sigla do inglés Food and Agriculture Organization) revelou que, quando se considera
a area cultivada, e, ainda, o volume de producéo agricola, o Brasil tem feito uso eficiente dos
defensivos agricolas produzindo muito mais e com bem menos defensivos que pais de
primeiro mundo (SINDIVEG, 2018).

Atualmente, cerca de 81% dos defensivos usados no Brasil tem como destino quatro
culturas, sendo elas soja, cana-de-acucar, milho e algoddo (SINDIVEG, 2018). O Brasil ¢ 0
maior produtor mundial de cana-de-acuicar, seguido pela india, Tailandia e Australia
(UNICA, 2015). Em 2017, tal cultivo foi responsavel por 11,7%, em valor (US$), do
consumo de defensivos agricolas no pais (SINDIVEG, 2018). O fipronil estd entre os
principais inseticidas utilizados no cultivo de cana-de-agucar no pais. Sua classificacdo
toxicoldgica ¢ de classe Il (altamente toxico) e € caracterizado como um composto de contato
e ingestao.

O fipronil foi desenvolvido entre os anos 1985 e 1987 (TINGLE et al., 2003), chegou
ao mercado em 1993 como o primeiro fenilpirazol para controle de pragas (TOMLIN, 2000)
e foi considerado um dos inseticidas mais bem-sucedidos por mais de uma década por ser
altamente versatil, menos tdxico aos organismos ndo-alvos que os utilizados na época e por
pertencer, naquele momento, a um novo grupo de pesticidas. Ele é um composto neurotdxico,
atuando sobre os receptores GABA (&cido gama-aminobutirico) de insetos (COLE;
NICHOLSON; CASIDA, 1993).

Com sua expansao mundial, diversos estudos ecotoxicologicos foram realizados e
comprovaram sua toxicidade sobre inimeros organismos ndo alvos, como genotoxicidade e
interferéncia no crescimento radicular de plantas (AHEMAD; SAGHIR KHAN, 2011;
YILDIRIM; AGAR, 2016; KARAISMAILOGLU, 2017); morte e reducdo de peso e
crescimento de oligoquetas (QIN et al., 2015), atraso no desenvolvimento e
comprometimento na reproducdo de crustdceos (CHANDLER et al., 2004; GOFF et al.,

2017); malformacdo corporal e lesdo na atividade neural de insetos polinizadores (ROAT et
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al.,, 2013; JACOB et al.,, 2015; SILVA et al., 2015); estresse oxidativo, alteragdes
histopatologicas nas branquias, encurtamento do eixo longitudinal e comprometimento da
natacdo em peixes (STEHR et al., 2006; BEGGEL et al., 2010; CLASEN et al., 2012; EL-
MURR; HAKIM; GHONIMI, 2015; WANG et al., 2016); genotoxicidade em embrides e
reducio de massa corporal em aves (CONCEICAO; PROTTI, 2012; KITULAGODAGE et
al., 2011; KITULAGODAGE; BUTTEMER; ASTHEIMER, 2011); e citotoxicidade em
hepatécitos, genotoxicidade em células da amigdala palatina, estresse oxidativo e
citotoxicidade em células dopaminérgicas e genotoxicidade em linfcitos de mamiferos
(DAS et al., 2006; TISH et al., 2007; Kl et al., 2012; CELIK et al., 2014).

Visto isto, um levantamento bibliogréafico internacional foi apresentado nos ultimos
anos com o intuito de planejar a supressédo progressiva em escala mundial ou, pelo menos,
formular planos destinados a reduzir o uso de alguns agroquimicos no mundo, como o
fipronil (BONMATIN et al., 2015; PISA et al., 2014; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN
DER SLUIJS et al., 2015; VAN LEXMOND et al., 2015).

Em paralelo ao continuo esforgo da comunidade cientifica em elucidar os danos do
fipronil sobre os organismos, se encontra o desenvolvimento de resisténcia nos insetos alvos
resultado por seu uso extensivo ao longo dos anos. Neste sentido, Arthur (2002) e Caboni et
al. (2003) realizaram estudos sobre efetividade, metabolismo, fotodegradacdo e acgédo
GABAérgica de um novo membro da familia fenilpirazol, o ethiprole. Segundo os autores,
apesar de apresentar menor lipofilicidade e menor toxicidade em ratos que o fipronil, o
inseticida foi basicamente tdo efetivo quanto seu analogo fipronil. Entdo, em 2010 foi
produzido o Curbix®, composto comercial do ethiprole, que segundo o fabricante conta com
trés grandes diferenciais: rapido efeito de choque, além de pertencer a um novo grupo
quimico para controle de cigarrinhas (Mahanarva fimbriolata) — um dos principais insetos-
praga da cana-de-acUcar.

Pouco se sabe sobre seus impactos sobre 0 meio ambiente, menos ainda quando se
apresenta na forma de composto comercial, ou seja, uma mistura de ingrediente ativo e
adjuvantes que lhe proporcionam maior solubilidade e o protegem da degradacdo de modo
gue, consequentemente, aumente sua meia-vida e melhore sua agdo. Por isso, é evidente a
importancia de estudos sobre os potenciais danos ocasionados por inseticidas como o
Curbix®, uma vez que, dependendo da exposi¢do, todos 0s seres vivos estdo sujeitos a seus
efeitos deletérios e a seus diferentes componentes.

Para que se possa investigar a possibilidade de substituicdo de defensivos agricolas

sabidamente toxicos aos organismos por alternativas mais seguras, S30 nhecessarias
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ferramentas que deem uma resposta satisfatoria e que mensurem seus efeitos nos organismos
vivos. Para isso, plantas e animais tém sido utilizados como indicadores bioldgicos no intuito
de determinar o grau de impacto que estes agentes possam causar no meio.

Bioensaios com plantas tém sido utilizados extensivamente ao longo de décadas,
sendo estes bem estabelecidos e recomendados em estudos de ecotoxicologia
(CHRISTOFOLETTI; PEDRO-ESCHER; FONTANETTI, 2013; GRANT, 1982;
RODRIGUEZ et al., 2015; SCHERER et al., 2019; SILVEIRA et al., 2017). Entre os testes
de avaliacdo de agentes poluentes esta 0 ensaio de germinacdo e crescimento de raiz.
Diferentes espécies sdo utilizadas, dentre elas estdo a alface (Lactuca sativa) e a cebola
(Allium cepa). As analises consistem na exposicdo de suas sementes a um agente
potencialmente toxico e sdo observados parametros como numero de sementes germinadas e
alongamento de raiz (LEWIS, 1995). E um teste simples, rapido e confiavel, além de ser
recomendado para a avaliacdo do potencial fitotoxico de substancias (ANDRADE-VIEIRA;
PALMIERI; DAVIDE, 2017; BONCIU et al., 2018; VALERIO; GARCIA; PEINADO,
2007).

Peixes também séo 6timos bioindicadores na avaliacdo de agentes potencialmente
toxicos (ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2015; CLASEN et al., 2012; FUZINATTO et al.,
2013). A espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) possui amplo uso nas avaliagdes
ecotoxicologicas (ARANA et al., 2017; CHRISTOFOLETTI; DAVID; FONTANETTI,
2009; EL-MURR; HAKIM; GHONIMI, 2015). O uso de biomarcadores morfologicos pode
ser empregado em varios 6rgdos de peixes como a tilapia. Quando presente no figado desses
animais promove evidéncias qualitativas de alteracGes funcionais advindas da exposi¢cdo aos
contaminantes (FONTANETTI et al., 2011). Diferentes testes podem ser feitos, uma vez que
as células hepéticas possuem diversas funcdes vitais como a metabolizacdo de proteinas,
lipidios e carboidratos, processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato
digestorio, atuam na desintoxicacdo do organismo e na hematopoese durante a fase larval,
além de estarem envolvidos na producéo de anticorpos (VERLAG, 1982).

Do mesmo modo, biomarcadores moleculares sdo excelentes ferramentas para a
deteccdo dos primeiros impactos de poluentes em peixes (BADGUJAR et al., 2016;
CLASEN et al., 2018; HEGAZI; ATTIA; ASHOUR, 2010). Dentre os varios ensaios
encontrados na literatura, estdo a quantificagdo de peroxidacdo lipidica, imunomarcacédo de
proteinas ligadas ao estresse celular e de fragmentacdo do DNA (MOREIRA-DE-SOUSA;
SOUZA; FONTANETTI, 2018; REGOLI; GIULIANI, 2014; ROMERO et al., 2016). Esses

marcadores sdo capazes de revelar o estresse oxidativo sofrido pela exposicdo a determinadas
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substancias, ou seja, o desequilibrio no balanco redox onde a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que, por serem altamente reativas e inespecificas, geralmente oxidam
biomoléculas como lipidios, carboidratos, proteinas e DNA e, com isso, prejudicam as
fungdes celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2008). Como outros organismos, 0S
peixes possuem sistema de defesa que compreende processos enzimaticos e ndo enzimaticos
para minimizar o dano celular, eliminando as EROs e as convertendo em espécies menos
reativas (KAVIRAJ; GUPTA, 2014). Caso o sistema de defesa ndo seja suficientemente
capaz de atuar na protecdo da célula e garantir que o dano gerado pelo agente estressor ndo
acarrete na morte celular, um grande gasto energético sera necessario para, entdo, ativar a
cascata apoptotica.

Diante do exposto acima e visando a importancia do uso de defensivos agricolas no
cultivo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, seus impactos na economia
mundial e a crescente demanda do mercado por produtos que sejam menos prejudiciais ao
meio ambiente, este projeto teve por objetivo investigar e comparar o potencial toxico de
diferentes concentracdes dos inseticidas fipronil e ethiprole, por meio de diferentes

biomarcadores presentes em plantas (A. cepa e L. sativa) e em peixes (O. niloticus).



4.

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas analises realizadas e nos dados obtidos no presente estudo, podemos

concluir que:

>

As maiores concentraces do Curbix® apresentaram efeito toxico sobre as sementes de
A. cepa, reduzindo sua germinagdo e diminuindo o alongamento das raizes emergidas
sugerindo um efeito subletal deste composto. Por outro lado, as sementes de L. sativa
expostas as trés menores concentracbes de Regent® e Curbix® sofreram aumento no
IVG, bem como no alongamento de suas raizes. Por esta analise, concluimos que o
Curbix® (ethiprole) foi mais tdxico que o Regent® (fipronil).

A anélise morfolégica realizada em figado de O. niloticus demonstrou que tanto o
Regent® como o Curbix® induziram alteracbes hepaticas pontuais, porém néo
significativas estatisticamente, com excecdo da presenca de nucleos picndticos nos
animais expostos ao Regent®.

As maiores diluices testadas dos dois inseticidas induziram peroxidacao lipidica nos
animais expostos.

As HSP70 atuaram como barreira ao estresse oxidativo causado pelos inseticidas.

Né&o foram observadas fragmentacdes de DNA estatisticamente significativas nos
animais expostos sugerindo que a presenca dos inseticidas na &gua néo induziu o processo
de morte celular no figado dos animais.

O Curbix® se comportou similarmente ao Regent® sobre O. niloticus e apresentou maior
potencial de dano sobre A. cepa nas concentracdes avaliadas neste estudo.

Diante do apresentado, concluimos que o uso do Curbix® como alternativa ao Regent®
é perigoso, uma vez que, embora tenham sido usadas doses 15 vezes menores que 0
Regent®, a exposicdo ao Curbix® gerou danos similares ao seu analogo em peixes e

acarretou a danos maiores em plantas.
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