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RESUMO

A crescente utilizacdo de agrotoxicos com o intdécaumentar a producao agricola tornou-
se um dos principais problemas em relacdo ao meibiemte. O solo é o primeiro
compartimento a receber estas substancias e, fyrtanorganismos que nele habitam séo os
mais prejudicados pela sua aplicacdo. Com o intlgtproteger a biodiversidade do planeta, a
comercializagdo e utilizagdo de muitos agrotoxoms reconhecida agéo toxica a organismos
nao-alvos tém sido proibidas por diversos paisega@nizacdes internacionais. Para substitui-
los de forma eficaz, novos produtos tém sido dedeilos. As substancias testadas no
presente estudo, [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(HRACGH;COO) e [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(HO),](CH3COO), foram desenvolvidas como uma alternativa @mitida
sulfluramida, amplamente utilizado no combate asiigas cortadeiras e proibido em muitos
paises. Estas substancias sdo complexos metatoogpostos por um produto natural
extraido de frutos citricos, o flavondide hespesgitiligado a um metal. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo investigapxacidade destas duas formulacdes de
metalo-inseticidas para organismos nao-alvo. Vegstgerioresillium cepae Tradescantia
pallida, e invertebrados terrestre®hinocricus padberdi Eisenia fetida, Enchytraeus
crypticus e Folsomia candida foram utilizados como organismos bioindicadores n
realizacdo dos bioensaios. A avaliacdo da toxieidadrealizada pela analise de diferentes
parametros, como aberragcbes cromossdmicas e mibeonualteracbes histoldgicas e
histoquimicas, inducdo de proteinas de estress&d HH3€stes de mortalidade e reproducéo.
Por meio dos testes citogenéticos aplicado®\enepae T. pallida foi possivel observar que

0 metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitind)D),](CH;COO) foi capaz de induzir
aberracdes cromossémicas e formacdo de micron(miecjpalmente em\. cepa.A analise
morfologica realizada no intestino médio do dipldp&. padberghdo apresentou alteracdes
estatisticamente significativas, indicando que esain-inseticidas sdo seguros para a espécie.
Porém, a analise das proteinas de estresse raysdoos compostos podem induzir a sintese
de HSP70. O composto [Mg(5-metil-phen)(hesperitidz]),](CHsCOO) ndo é capaz de
gerar mortalidade em minhocas da espEcietidanem interferir na sua reproducédo, embora
interfira na reproducéo de enquitréideos da espgecteyptuse da espécie de colémboles
candidg uma vez que diminuiu a geracdo de juvenis, almente nas maiores
concentracbes. Deste modo, sugere-se que o mesateida [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(HO),](CH3COO) apresenta maior potencial téxico quando coatmarao
metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(HZ[Q3H3;COO).

Palavras-chave: genotoxicidade; histopatologiatema de estresse; reproducao



ABSTRACT

The great use of pesticides in order to increasewdtyral production has become a major
problem to the environment and has concerned ssigntorldwide. These substances reach
primarily the soil and the organisms that inhalit are the most affected by its
implementation. In order to protect the planetslbiersity, the commercialization and use of
many pesticides with known toxic effects to norg&rorganisms have been banned by many
countries and international organizations. In ordeeffectively replace them, new products
have been developed. The substances tested irsttidy were developed to replace the
sulfluramide formicide, widely used against leatfticlg ants and banned in many countries.
These new substances are metal complexes consddtiagnatural product, the flavonoid
hesperetin, linked to an inorganic metal. Among tleveloped formulations, [Mg(5-Cl-
phen)(hesperetin){@D),](CH3;COO) and [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin)(),](CH3COO)
were the ones which showed better insecticideaficin this sense, the present study aimed
to investigate the toxicity of these two new foratidns of metal-insecticides to non-target
organisms. Higher plantg|llium cepaandTradescantia pallidaand terrestrial invertebrates,
Rhinocricus padberdi, Eisenia fetid&nchytraeus crypticuand Folsomia candidawere
choosen as bioindicators organisms. The toxicitglation was carried out by analyzing
different parameters, such as chromosomal abemsatiand micronucleus induction,
histological and histochemical alterations, indorctof HSP70 stress protein, mortality and
reproduction. Cytogenetic tests An cepaandT. pallida revealed that the complex [Mg(5-
methyl-phen)(hesperetin) (B),](CH3;COO) is able to induce chromosomal aberrations and
induction of micronucleus, particularly & cepa Morphological analysis performed with the
millipede R. padbergi showed no statistically significant changes, iatig that the
complexes are safe for the species. However, thlysa of stress proteins revealed that the
compounds can induce the synthesis of HSP70. Thmpaond [Mg(5-methyl-
phen)(hesperetin)(@D),](CH3COO) is not able to cause mortalityBn fetidaworms neither
change its reproduction rates, but interferes enrdproduction of the speci&s cryptusand

F. candida,once a decreased generation of juveniles was \waseespecially in the highest
concentrations. Thus, it can be suggested that FMugthyl-phen)(hesperitin)@®),]
(CH3COO) complex shows higher potential toxicity wheompared to [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitin)(H2Q)(CH3;COO).

Key-words: genotoxicity; histopathology; stresstpno; reproduction
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de inseticidas sintéticos constityirancipal via de erradicacao de pragas
em plantacbes do mundo todo (OFUYA; OKUKU, 1994)pefar da sua eficacia na
agricultura, a constante utilizacdo ao longo dasatarreta varios efeitos negativos ao meio
ambiente (OFUYA; OKUKU, 1994; ZACHARIA, 2011). Aléme serem responsaveis pela
contaminagdo das aguas e do solo, podem causaicagdo em trabalhadores do campo e
em consumidores e contribuir para que as prag@srsam resistentes a eles (ISMAN, 2006).

No Brasil, o uso de pesticidas alcancou, no an@Qfi5, o patamar de producéo e
comercializacao de, aproximadamente, 400 mil tolasldSANTOS et al., 2007). A partir de
2008, o pais tornou-se o maior consumidor mundgalagrotoxicos, movimentando 6,62
bilhdes de délares, para um consumo de 725,6 neladas de agrotdxicos, ou seja, 3,7 kg de
agrotoxicos por habitante. De acordo com os Indiczd de Desenvolvimento Sustentavel,
divulgados pelo IBGE (2012), a comercializagao gi®ixicos em 2002 representava 2,7kg
por hectare. Em 2012, houve um aumento de 155fgiadio 6,9kg por hectare.

O fato de o Brasil possuir 10 espécies e 3 subispdeAtta (salvas) contribui para a
classificacdo do pais como um dos maiores consuesdaundiais de pesticidas (SANTOS
et al.,, 2007), uma vez que as formigas cortaddieste género representam uma das
principais pragas responsaveis por danos econéraindd&reas agricolas das regifes tropicais
e subtropicais das Américas por possuirem comperitonde cortar as folhas das plantas
para utiliza-las como substrato aos fungos dossgseialimentam (SCHOEREDER et al.,
2012).

Os processos de combate as formigas cortadeirasid@émealizados, historicamente,
por pesticidas sintéticos (SCHOEREDER et al., 20E¥jtes métodos possuem baixa
especificidade, sé@o altamente téxicos e podem geopulacbes de insetos resistentes
(HEBLING et al., 1996). Desde que o pesticida dadkwo foi proibido em 1993, a
sulfluramida tornou-se o principio ativo mais atililo contra tais organismos (ZANUNCIO
et al., 2000; ABRAISCA, 2011).

Porém, tanto a producdo quanto a degradacédo daranifda envolve sulfonato de
perfluorooctano (PFOS), substancia toxica para fesosi (LUEBKER et al., 2005; FAN et
al., 2005), aves (VERREAULT, 2005; OLIVERO-VERBELt eal., 2006), peixes
(TANIYASU et al., 2003) e outros insetos (BOTS ket 2010).

Devido ao seu risco para humanos e meio ambiente2@09, a Convencédo de

Estocolmo decidiu banir a producdo de PFOS, embemhda permitido que os paises
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enviassem propostas para sua liberacdo quandossefosse justificavel. Sendo assim, no
mesmo ano, o Brasil pleiteou e ganhou o direitocdetinuar produzindo sulfluramida
(STOCKHOLM CONVENTION, 2009). Segundo a “United Meis Environment
Programme” (UNEP), em 2007, a producdo anual desteticida no Brasil atingiu 30
toneladas, liberando grande quantidade de PFOSnbeeate. Nos EUA, todos os produtos
contendo sulfluramida ja foram proibidos e os ptoduestocados sé puderam ser
comercializados até dezembro de 2012 (USEPA, 2008).

Conscientes desta problematica, pesquisadores wamuzindo estudos a fim de
desenvolver produtos economicamente viaveis e N@#gITESOS aos ecossistemas no combate
das formigas cortadeiras (BIAVATTI et al., 2005; MEIDA et al., 2007; BUENO et al.,
2013). Neste sentido, a substancia a ser testata trabalho, recentemente desenvolvida,
apresenta-se como uma alternativa eficaz ao usalfiiaramida.

Este novo inseticida, desenvolvido pela UFSCar\eisidade Federal de Sao Carlos)
em parceria com a UNESP (Universidade Estadualid®aylé um produto natural, derivado
do flavondide hesperitina, ligado a complexos iAaigos metdlicos. A presenca, ha mesma
molécula, de um produto natural (L) e de um liggmakpiridinico (L’-L") com propriedades
antiacetilcolinesterase, unidos por ligacfes caonvatea um mesmo ion metalico central (M),
originou compostos do tipas{M (L) m(L-L’) k](PFs)x (OLIVEIRA, 2012).

Especificamente, trata-se de um complexo de metatygnico (M),cis[Mn(L)m(L'-

L) «](PFs)x, onde M = Ru(ll), Mg(ll), Cu(ll), Fe(ll), Zn(ll);L = hesperidina (hesp),
hesperitina (hespt), naringina (ngina) e naringenjngnina); L-L’ = 1,10-fenantrolina
(phen); n=12;m=12k=1,2; e x=1,2. Tahfiulagéo é utilizada como um sistema capaz
de atuar como inseticida para as formigas cortaslejuando adicionado as iscas e para
lagartas-dos-cartuchos dos milhos e outros insg@@gas da agricultura em outras
formulacdes. De todas as formulacbes testadas, as #ficientes foram [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitina)(H2Q(CH3sCOO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f8),](CH;COO)
(OLIVEIRA, 2012).

Os ensaiosn vivo com insetos pragas realizados com este sistenmaoaieseticida
apresentaram tempo de acéo retardado, o qual érsiag tempo de acdo do inseticida
comercial sulfluramida. A complexagdo com metais géefungcéo de permitir qgue o composto
organico ativo atinja o local de acdo. Quando admilo as iscas, 0 metalo-inseticida é capaz

de eliminar 85% do formigueiro em quantidades @ndmol L, atuando na colénia sem a
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necessidade de adicionar outros agentes toxicasgbeancar a atividade inseticida desejada
(OLIVEIRA, 2012).

Apesar de inseticidas produzidos a partir de pasloaturais, como a substancia a ser
estudada neste trabalho, ndo possuirem propriegadescialmente toxicas, a avaliagdo da
sua utilizacdo e dos seus possiveis riscos saortampes, uma vez que o fato de serem
naturais ndo garante que sejam seguros (TOLBY, &pad OPIYO, 2003).

Para a avaliagédo dos riscos ambientais, 0s estwddsxicologicos sao realizados com
o principal objetivo de fornecer dados que serdzaios para determinar a necessidade de
precaucdo e limitacdo no uso de determinada sufstaminimizando, assim, os efeitos
adversos em organismos ndo alvos. Pesquisas recezdkzadas com outros produtos
naturais utilizados como inseticidas (neem e fddaonde) demonstraram que eles podem
causar efeitos negativos tanto em humanos quantorgamismos nao alvos ou apresentar
efeitos genotoxicos (KWANKUA, 2010; PARAMJIT et,a2009).

O acumulo de dados sugerindo que a mutagenicidade parecer razoavel para a
carcinogenicidade e o rapido crescimento da litezatientifica relacionada a genotoxicidade
e a mutagenicidade, despertaram os governos msirgbare o risco dos agentes quimicos
para a populacdo. Desde entdo, os Orgados de sdilleape agéncias ambientais
acrescentaram a analise de mutagenicidade a dexdavam sua bateria de testes antes que
agentes quimicos, aditivos alimentares e medicammefitssem introduzidos no mercado
(RIBEIRO et al., 2003). No Brasil, os testes degecmtoxicidade tém sido empregados desde
a década de 80, visando uma melhor avaliacédo dalicées ambientais (BUCKER, 2006).

As informacdes sobre a toxicidade, genotoxicidadeutagenicidade das substancias
podem ser fornecidas através de ensaios realizasioglantas (RODRIGUES et al., 1997),
uma vez que estudos citogenéticos nestes organigémos capacidade de descrever possiveis
alteracbes em seus cromossomos causadas por sidsstanutagénicas (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

Entre as principais espécies utilizadas, encomtrdHgim cepa A espécie permite a
avaliacdo de danos no DNA, tais como aberracéemassdmicas e disturbios no ciclo
mitotico (LEME; MARIN-MORALES, 2009). O teste de enonucleo em célula mée do grao
de pédlen deTradescantia(Trad-MCN) é considerado uma valiosa ferramenta maitos
pesquisadores devido a simplicidade da metodolgensibilidade a exposicdo aos agentes
genotoxicos (GUIMARAES et al., 2000). Trata-se d® teste de mutacdo em célula

germinativa extremamente sensivel, de exposicda euavaliacdo simples, onde as plantas
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podem ser diretamente expostas ao contaminante,gsenhaja diluicdo ou filtragdo da
amostra (STEINKELLNER et al., 1999). Dados obti@éns experimentos com esse vegetal
indicam resultados similares aos testes com cullieracélulas de mamiferos e bactérias
(CARVALHO, 2005).

Além de vegetais superiores, invertebrados da faenastre também tém sido
propostos como organismos bioindicadores para léagiia de substancias toxicas presentes
no solo (FONTANETTI et al., 2011). Eles tém mostragande potencial em se tornar um
alerta precoce em solos contaminados, sendo quaisngos da macrofauna sdo 0s mais
adequados para esta finalidade (PAOLETTI et aB1)l9Para Opiyo (2003), informacdes a
respeito dos efeitos causados por contaminantesmteente devem ser fornecidas levando
em consideragdo a toxicidade da substancia emtétwvados ndo alvos. Neste sentido,
artropodos e anelideos tém sido muito utilizadosamdlises de toxicidade (NATAL-DA-
LUZ et al., 2004; FONTANETTI et al., 2011).

Diplopodos, por estarem em intimo contato com o sopor serem colonizadores de
suas varias camadas, podem ser muito influencipétes presenca de metais, compostos
organicos e substancias complexas presentes neisgteasa (FONTANETTI et al., 2011;
SOUZA et al., 2014). Nestes organismos, as altesagdorfoldgicas sdo utilizadas como
biomarcadores na investigagdo de compostos quineispscificos e no monitoramento de
efeitos agudos e cronicos. A analise histologicdtra-estrutural de diferentes 6rgédos tem se
tornado uma ferramenta amplamente utilizada endestaom invertebrados com o objetivo
de investigar danos causados por substancias $6EGNTANETTI et al., 2010). A anélise
morfolégica, pode-se somar a analise de proteipasstresse nos tecidos destes animais,
embora pouco seja conhecido sobre as mesmas emebreelos de solo, uma vez que a
aplicacdo desta técnica nestes animais é recergrdgucomparada aos estudos com
organismos aquaticos (KNIGGE et al., 2014; STAEMP#ilal., 2002).

Enquitreideos, pertencentes a Classe Oligoquetay a#elideos terrestres
ecologicamente relevantes e, assim como diplopogassuem importante papel na
decomposicdo da matéria organica e no processoiieldacido do solo (DIDDEN, 1993). Os
protocolos para o teste de reproducdo com estesamni(ISO 16387, 2004; OECD 220,
2004), recomendam o uso da espé&mehytraeus albidygporém também sugerem o uso de
espécies alternativas. Entre elas, a espBohytraeus crypticusem ganhado crescente
importancia devido a suas vantagens praticas (CABFRRREIRA, 2012). Os testes de

reproducdo sdo importantes para estudos ecotogicok devido a sua influéncia na
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dindmica populacional (DENNEMAN; STRAALEN, 1991). @incipio do teste confere em
expor os organismos em diferentes concentracoeemdestadas e, ap0s quatro semanas, 0s
efeitos na reproducéo sdo avaliados pela contagemichero de descendente no solo (ISO
16387, 2004). Além do uso de enquitreideos, telesproducédo também séo realizados com
espécies de minhocasi¢enia fetidae E. andre) e colémbolosKolsomia candida Os testes
com estas espécies sdo semelhantes dos testes@woitneédeos, alterando, principalmente, o
tempo de exposicao (ISO 11267, 1999; 11268-2, 2012)

Considerando o exposto acima e a necessidade tlacaeaecotoxicologica deste
sistema metalo-inseticida para que sua aplicacf@o asabientalmente segura, o presente
estudo objetivou analisar o potencial toxico dosglexos metalo-inseticidas [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina) 3D),](CH3sCOO) e [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2JCH;COO) por
meio de analises citogenéticas em células vegdrmiscepae T. pallida), analises
morfologicas, histoquimicas e imunohistoquimicas intestino médio de diplépodos
(Rhinocricus padbergie bioensaios de mortalidade e reproducdo comauathE. fetidg e
reproducdo com enquitreideds €rypticug e colémbolosK. candidg.
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7. CONCLUSAO
A partir dos resultados apresentados, conclui-se qu

* A utilizagcdo de diferentes organismos testes fgpartante para a avaliacdo do
potencial téxico dos metalo-inseticidas testados.

* Os bioindicadores vegetai8, cepae T. pallida foram eficientes na avaliacdo do
potencial toxico, citotdxico, genotoxico e mutagénidos metalo-inseticidas testados.
A espécie A. cepa mostrou-se mais sensivel e revelou que [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina) #D),](CH3COO) apresenta maior toxicidade.

» As analises morfologicas do intestino médio dedfiptios revelaram que os metalo-
inseticidas ndo sdo capazes de induzir alteracéste rorgdo, sugerindo que sua
aplicacdo é segura para a espécie. Porém, a adabsproteinas de estresse sugere
gue os metalo-inseticidas podem influenciar na lostase celular, uma vez que
induzem maior expressao de HSP70.

* As minhocas néo sdo afetadas pelo metalo-insetjbdgs-metil-phen)(hesperitina)
(H20),](CH3COO), uma vez que os parametros analisados, reg@odmortalidade e
peso corpéreo, nao foram alterados.

* Os testes de reproducdo com enquitreideos e colésnlmvelaram que as maiores
concentracbes podem interferir na geracdo de jawgstas espécies, principalmente
para enquitreideos.

» De acordo com os testes de reproducdo, a espédseseansivel foiE. crypticus
seguida d&. candidae E. fetida.

* O metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperititd)D),](CH3COO) apresenta
maior potencial toxico quando comparado ao metaeticida [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitina)(3D),](CH3COO), portanto recomenda-se cautela na sua aphicaca
Apesar disso, eles podem ser uma alternativa negigrd no combate as formigas
cortadeiras, principalmente se comparado a outoomsididas reconhecidamente

toxicos.
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