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Resumo

Dentre os diversos tipos de agrotdxicos, uma classe que vem ganhando destaque
é a dos neonicotinodides, que atua como agonista seletivo de receptores nicotinicos de
acetilconina em insetos, com consequente hiperatividade nervosa e colapso do sistema
nervoso. Apesar de melhorarem a producdo agricola, os agrotdxicos proporcionam
impactos diretos & saude humana e ao meio ambiente. Uma alternativa para a
remediacdo ambiental de locais contaminados com este composto seria o tratamento
com fotocatalise heterogénea com TiO,, uma vez que este processo tem se destacado
pela sua elevada capacidade destrutiva de moléculas organicas. Concomitantemente,
ensaios ecotoxicoldgicos com organismos-modelo podem ser realizados para indicarem
se 0 tratamento resultara na reducdo da toxicidade do composto. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do inseticida acetamiprida antes e depois
da fotocatalise heterogénea por TiO/UV no organismo terrestre Eisenia andrei. O
estudo consistiu na degradacdo do acetamiprida por fotocatalise heterogénea com
TiO/UV em diferentes tempos da reacdo. Na sequéncia, ensaios ecotoxicolégicos com
minhocas Eisenia andrei (ensaio de contato em papel de filtro, teste de fuga e ensaio da
toxicidade aguda e crénica em solo natural) foram realizados para avaliacdo da
atividade enzimética da GST e CAT e do quantitativo de GSH, relacionados ao estresse
oxidativo, além de analises celulares, bem como determinacdo da variacdo de biomassa
e taxa reprodutiva. Nos ensaios de contato, a CLsg foi 1,12 mg L, todas as minhocas
morreram na maior concentragdo (10 mg L™) apds 24 horas de exposicio e, as que
sobreviveram em concentracdes intermediarias, apresentaram alteracbes morfologicas,
como inchago, ndédulos, particdo e deformaces clitelares, antes e ap0s o tratamento
com TiO,/UV. Nos tempos zero e quinze minutos da reacdo de degradacdo, todos os
individuos morreram ap6s 72 horas, indicando uma possivel toxicidade dos
fotoprodutos gerados durante a degradacdo. No ensaio crébnico com o acetamiprida,
houve reduc&o no nimero de ovos em 100 % para a concentracdo 0,05 mg kg™ e em
33,3% para a concentracdo 0,1 mg kg™ e, no nimero de filhotes, reducéo de 91,3% para
a concentracdo 0,05 mg kg™ e em 50 % para a concentracdo 0,1 mg kg™ em comparacéo
com o controle. A atividade enzimética da catalase aumentou em relagdo ao controle
ap6s 45 dias na concentracdo 0,05 mg kg™'. Quanto ao ensaio cronico com o0s

fotoprodutos, os tempos 0 e 15 minutos apresentaram inibicdo de 100 % no quantitativo



de ovos e o tempo 0 minuto apresentou inibicdo de 100 % no ndmero de filhotes. Nos
testes de fuga, obtiveram-se respostas liquidas positivas nas maiores concentragées, ou
seja, as minhocas apresentaram uma tendéncia de fugirem do lado do solo contaminado
com o composto. No teste de fuga com o acetamiprida, as concentracdes 0,1 e 1 mg kg™
apresentaram respostas liquidas de 0,8667 e 0,6, respectivamente. J& no ensaio com 0s
fotoprodutos, os tempos 10 e 30 minutos tiveram respostas liquidas de 0,433 e 0,1667,
respectivamente. Também foram observadas alteragdes morfolégicas na maior
concentracdo (1 mg kg™) apés 48 horas no ensaio com o inseticida. Logo, 0 composto
mostrou ser tdxico para as minhocas Eisenia andrei, o que levanta discussfes acerca

dos limites seguros para exposi¢do humana e ambiental.

Palavras-chave: acetamiprida; agrotoxico; Eisenia andrei; ecotoxicologia; sadde; meio

ambiente.



Abstract

Among the various types of pesticides, a class that has been gaining
prominence is the neonicotinoids, which act as a selective agonist of nicotinic
acetylconin receptors in insects, with consequent nervous hyperactivity and collapse of
the nervous system. Despite improving agricultural production, agrochemicals have a
direct impact on human health and the environment. An alternative for the
environmental remediation of sites contaminated with this compound would be the
treatment with heterogeneous photocatalysis with TiO,, since this process has been
highlighted by its high destructive capacity of organic molecules. Concomitantly,
ecotoxicological tests with model organisms may be performed to indicate whether the
treatment will result in the reduction of toxicity of the compound. Thus, the objective of
this work was to evaluate the toxicity of acetamiprid insecticide before and after
heterogeneous TiO,/UV photocatalysis in the Eisenia andrei terrestrial organism. The
study consists of the degradation of acetamiprid by heterogeneous photocatalysis with
TiO,/UV at different reaction times. Following, ecotoxicological tests with Eisenia
andrei earthworms (filter paper contact test, avoidance test and acute and chronic
toxicity test in natural soil) were performed to evaluate the enzymatic activity of GST
and CAT and the quantitative of GSH, related to oxidative stress, in addition to cellular
analysis, as well as determination of biomass variation and reproductive rate. In the
contact tests, LCso was 1.12 mg L™, all worms died at the highest concentration (10 mg
L") after 24 hours of exposure, and those that survived at intermediate concentrations
showed morphological changes, such as swelling, nodules, partition and clitoral
deformations before and after treatment with TiO,/UV. At zero and fifteen minutes of
the degradation reaction, all individuals died after 72 hours, indicating a possible
toxicity of the photoproducts generated during the degradation. In the chronic test with
acetamiprid, there was a reduction in the number of eggs at 100 % for the concentration
0.05 mg kg™ and in 33.3 % at the concentration 0.1 mg kg™ and, in the number of pups,
at 91.3 % for the concentration 0.05 mg kg™ and 50 % for the concentration 0.1 mg kg™
as compared to the control. The enzymatic activity of the catalase increased in relation
to the control after 45 days at the concentration 0.05 mg kg™. As for the chronic test
with the photoproducts, the 0 and 15 minute times showed 100 % inhibition in the egg

quantitative and the time 0 minute showed 100 % inhibition in the number of juveniles.



In the avoidance tests, positive net responses were obtained at the highest
concentrations, that is, the worms showed a tendency to flee from the soil side
contaminated with the compound. In the avoidance test with acetamiprid, concentrations
of 0.1 and 1 mg kg™ showed net responses of 0.8667 and 0.6, respectively. In the test
with the photoproducts, times 10 and 30 minutes had net responses of 0.433 and 0.1667,
respectively. Morphological changes were also observed at the highest concentration (1
mg kg™ after 48 hours in the test with the insecticide. Therefore, the compound proved
to be toxic to the Eisenia andrei worms, which raises discussions about the safe limits

for human and environmental exposure.

Key words: acetamiprid; agrotoxic; Eisenia andrei; ecotoxicology; health;

environment.
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1. Introducéo

A grande demanda mundial por producdo de alimentos tem na agricultura uma
solucdo para o problema mundial da fome. Apds a Segunda Guerra Mundial, a
Revolucdo Verde — entrada em massa da tecnologia advinda da guerra na agricultura —
proporcionou um acentuado aumento na producdo de alimentos (COSTA, 2012).
Porém, a monocultura ameaca ecossistemas e diminui a biodiversidade, o que torna o
ambiente favoravel para o desenvolvimento de pragas advindas do agronegocio
(BERGAMIN et al., 1995). Neste contexto, 0 uso de pesticidas surge como uma
alternativa para a preservacdo de monoculturas como garantia de producéo e lucro para
0 agronegocio, sendo o Brasil o pais que mais consome agrotdxicos, por ser também um
dos maiores produtores mundiais de alimentos (PIGNATI et al., 2014).

A contaminacdo ambiental por agrotoxicos e, consequente contato humano com
estas substancias, se da através de processos de fabricacdo, armazenamento, aplicacéo e
manuseio dos pesticidas. Estes causam perda na biodiversidade, desequilibrio ecolégico
e artificializacdo de areas de producdo, acarretando em um aumento de seu uso
(CAPORAL, 2008). Outro problema também é o fato de as pragas estarem
desenvolvendo resisténcia aos pesticidas, fator que aumenta ainda mais as doses a serem
utilizadas. Na satde humana, podem causar tanto efeitos agudos, segundo Mariconi
(1980), como efeitos muscarinicos, nicotinicos e centrais, a crénicos, segundo Pingali et
al. (1994).

No Brasil, a lei 7.802/89 define agrotdxicos como substancias cuja finalidade é a
alteracdo da composicdo da flora ou fauna, com o objetivo de preservé-las da acéo
danosa de espécies consideradas nocivas. Mais tarde, em 2002, o decreto 4.074
regulamenta esta lei, dando varias especificacbes sobre registro, monitoramento e
fiscalizacdo de agrotoxicos em varios aspectos, como fabricacdo, armazenagem e uso. A
avaliacdo da eficiéncia agronébmica dos agrotdxicos e a concessdo de registro sdo
incumbéncias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
segundo diretrizes e exigéncias dos Ministérios da Saude e do Meio Ambiente.
Enquanto que o Ministério da Salde avalia e classifica toxicologicamente o0s
agrotoxicos e o Ministério do Meio Ambiente realiza a avaliacdo ambiental, definindo o
potencial de periculosidade ambiental. Sobre a avaliagdo ambiental feita pelo IBAMA,

vale destacar 0s ensaios ecotoxicologicos, que sdo previstos no Manual para



Requerimento de Avaliacdo Ambiental: agrotoxico e afins. Estes ensaios avaliam os
agrotoxicos quanto ao potencial de bioacumulagdo na cadeia alimentar e a toxicidade a
diversos organismos pertencentes a diferentes niveis troficos. Neste referido manual,
estdo previstos ensaios ecotoxicologicos em algas, microcrustaceos, peixes, minhocas,
abelhas, aves e mamiferos.

Produtos quimicos sdo produzidos e utilizados em larga escala pela sociedade
moderna, em varias aplicacbes. Essa grande producdo e consumo geram grande
quantidade de residuos, sejam eles derivados diretamente das atividades industriais ou
produzidos apds seu consumo pela sociedade, o que pode impactar de forma negativa o
meio ambiente trazendo prejuizo a saude humana (SILVA e COLLINS, 2011). Com o
desenvolvimento de métodos de avaliacdo mais eficazes e precisos, algumas substancias
quimicas antes desconhecidas passaram a ser detectadas, identificadas e definidas
quanto aos riscos que possam causar no meio ambiente e na satde humana.

Essas substancias podem ser chamadas “contaminantes emergentes”, ou seja,
compostos potencialmente tdxicos que sdo continuamente lancadas no meio ambiente
através de atividades industriais, agricolas, domésticas e de bens de consumo, e que ndo
estdo incluidos em progamas de monitoramento prioritarios de 6rgdos ambientais e de
salide humana (BARCELO, PETROVIC, 2008). Com isso, devido ao seu grande
potencial de contaminacdo, podem causar efeitos negativos a saude humana sem que
seja necessario que persistam no meio ambiente (PEDROSO, 2007; REIS FILHO et al.,
2007).

H& pelo menos 50 anos, esses compostos vém sendo muito utilizados em
atividades variadas, estando presentes em: agrotdxicos, esteroides naturais, farmacos e
produtos quimicos industriais; sendo parte deles liberados, como residuo, no meio
aquatico. Como risco potencial a salde humana e ao meio ambiente, oriundos da
utilizacdo de tais substancias, pode-se citar a disfuncdo no sistema endocrino e
reprodutivo de seres humanos e dos animais, abortos espontaneos, disturbios
metabdlicos e incidéncia de neoplasias malignas, além da inducdo de bactérias mais
resistentes (SANTANA et al., 2002; REIS FILHO et al., 2007; SILVA e COLLINS,
2011).

Como o uso destas substancias, dentre elas, o acetamiprida — foco deste trabalho
— € inevitavel para o ritmo de producdo e consumo que norteiam o atual padrdo da

presente sociedade, os Processos Oxidativos Avangados (POAs) podem ser uma



alternativa para a reducéo da toxicidade deste composto. Uma vez que, 0s POAs tém se
destacado pela sua elevada capacidade destrutiva de moléculas organicas (MBOULA
2013) — fato promissor na tentativa de tratamento do composto-alvo. A degradacéo
fotocatalitica de diversos compostos organicos pode gerar fotoprodutos mais toxicos
que a molécula original, desta forma a avaliacdo ecotoxicol6gica torna-se uma
ferramenta Gtil nos estudos de degradacéo.

As Resolucdes RE n° 144 de 18/01/10 (DOU de 19/01/10) e RE n° 2.140 de
13/05/10 (DOU de 17/05/10) da ANVISA regulamentaram o uso agricola e profissional
do acetamiprida — um inseticida do grupo dos neonicotindides de toxicidade mediana
(classe I1I). A exposicdo pode se dar através da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, da inalacdo ou do contato dérmico (EPA, 2002). Outra maneira de
exposicdo é através do processamento de alimentos através da inddstria, os quais
tiveram o uso de agrotéxicos em suas culturas, podendo conter residuos, dentre eles, de
acetamiprida (JIMENEZ et al., 2015).

As minhocas sdo organismos sensiveis a uma variedade de compostos organicos
e inorganicos, podendo sofrer bioacumulacdo, o que possibilita que estes organismos
sirvam como um indicador rapido da presenca de compostos tdxicos, permitindo com
que sejam utilizadas para avaliacdo de risco de areas sob suspeita de contaminacao.
Visto isso, a minhoca Eisenia andrei foi escolhida como uma espécie de
monitoramento, porque se reproduz facilmente em laboratdrio, tendo sido aprovada pela
Unido Européia e Organizacdo de Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
para uso em ensaios de toxicidade, tendo sido usada pela Agéncia de Protecdo
Ambiental (EPA) dos EUA como um teste amplo para avaliagdo de residuos
contaminantes em varios locais (SAGGIORO et al., 2014).

Sendo assim, torna-se relevante estudar os impactos do inseticida acetamiprida
no organismo terrestre E. andrei, visto que estudos com este organismo Sao escassos e 0
acetamiprida é um potencial contaminante ambiental (BARCELO, PETROVIC, 2008).
Com isso, ha uma necessidade também de estudar a eficiéncia de POAs na destruigdo
desta molécula. Assim, a fotocatalise heterogénea com TiO,/UV foi empregada para
degradar o inseticida e avaliar os potenciais efeitos dos seus produtos de degradagédo no

organismo terrestre E. andrei



2. Objetivos
2.1 Geral

Avaliar, atraves de ensaios ecotoxicolégicos com o organismo terrestre Eisenia
andrei, a toxicidade do inseticida acetamiprida antes e depois do tratamento com

fotocatalise heterogénea por TiO,/UV.

2.2 Especificos

1- Verificar a eficiéncia da fotocatalise heterogénea com TiO»/UV na degradacédo

do acetamiprida;

2- Realizar ensaio de contato, ensaios de fuga e ensaios de toxicidade aguda e
crbnica, com analise da variacdo de biomassa e reproducdo, com o acetamiprida e seus

produtos de oxidacao;

3- Investigar os niveis de estresse oxidativo do acetamiprida e seus produtos de

oxidacdo por meio de biomarcadores (CAT, GST e GSH) no organismo Eisenia andrei;

4- Avaliar a citotoxicidade do acetamiprida e seus produtos de oxidacdo por meio

de viabilidade, densidade e tipagem celular no organismo Eisenia andrei.

3. Referencial Tebdrico

3.1 Uso de agrotoxicos no mundo

A descoberta da agricultura foi um marco que dividiu a historia, separando o
periodo neolitico da idade da pedra lascada, periodo anterior ao primeiro. Desta forma,
foi observado que algumas plantas eram semeaveis, 0 que permitiu o abandono da vida
nomade. Isso, sem davidas, foi decisivo para o estabelecimento humano no planeta, pois
permitiu a aglomeracdo e aumento da densidade populacional — pontapé inicial para
formacgéo de sociedades cada vez maiores e mais organizadas ao redor de rios, como a
Mesopotamia, por exemplo. Sendo assim, a agricultura pode ser entendida como um

conjunto de técnicas para cultivo de plantas de interesse humano e econdmico, tanto
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para alimentacdo, como para obtencdo de matéria-prima, medicamentos e até mesmo
energia (SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO DE JUNDIAI —
SP, 2016).

Inicialmente, a colheita era feita por ferramentas manuais ou por tracdo animal —
como pas, enxadas e o arado, por exemplo, o que acarretava em baixa produtividade. Na
Idade Média, surgem os carros de boi e as charruas, o que aperfeicoou a fertilizacao e,
com isso, a produtividade e qualidade dos alimentos. No século, XIII, porém, 0 aumento
populacional gerou excessiva exploracdo dos recursos naturais, afetando a
produtividade agricola. Assim, veio a fome e a vulnerabilidade do homem por meio das
pestes da época. Mais tarde, na Revolugdo Industrial, com a producdo de maquinério
agricola, aumenta-se a produtividade no campo (COSTA, 2012).

Com descobertas e aprimoramentos tecnologicos advindos da Segunda Guerra
Mundial, a chamada Revolucdo Verde, em meados da década de 50, proporcionou um
acentuado aclive da producdo agricola nos Estados Unidos e Europa. A grande
promessa era a erradicacdo da fome e, com isto, estas tecnologias foram inseridas nas
atividades agricolas, entre elas, o uso de agrotoxicos em larga escala. Muitos destes
foram usados como arma quimica nas guerras da Coréia e do Vietnd, como o conhecido
“agente laranja”, desfolhante que dizimou milhares de soldados e civis, além de ter
contaminado o meio ambiente (COSTA, 2012).

Tais tecnologias, além dos agrotoxicos, contavam também com fertilizantes,
mecanizacdo da producdo, biotecnologia, como os transgénicos, e melhoramento
genético. A producdo agricola realmente disparou, contudo, o problema da fome
continua até os dias de hoje, e, segundo Lucchesi (2005), a razdo é de facil
compreensdo: o problema da fome no mundo esta associado a distribuicdo politica,
econbmica e social desigual de capital e ndo a escassez de alimentos propriamente dita.

Apesar de toda a propaganda sobre a eficiéncia agricola dos agrotoxicos por
parte do governo e até mesmo da Organizacdo Mundial da Saide com o objetivo de
erradicagdo da malaria — visto que estas tecnologias pds-guerra foram utilizadas em
outras areas, além do setor agricola — ndo demorou muito para que 0s primeiros alertas
sobre os riscos a salde humana e ao meio ambiente comecassem a vir a tona. Ja na
década seguinte, em 1962, a americana Rachel Carson, escreve o livro “Silent Spring”

(Primavera Silenciosa), obra pioneira a detalhar os efeitos adversos dos pesticidas,



pontapé inicial para o debate acerca das implicagbes da atividade humana sobre o
ambiente e o custo disso para a satde humana (LUCCHESI, 2005).

Rachel Carson denunciou também a negligéncia em liberar o0 uso destes
compostos sem estudo prévio: “nos permitimos que esses produtos quimicos fossem
utilizados com pouca ou nenhuma pesquisa prévia sobre seu efeito no solo, na &gua,
animais selvagens e sobre o proprio homem”. A partir dai, devido as pressées por parte
de ambientalistas e civis, 0 uso de agrotoxicos passaram a ser regulamentados. O DDT,
em especial, apos a constatacdo de que seus residuos persistiam ao longo de toda cadeia
alimentar, foi banido em varios paises na década de 1970, com uso controlado pela
Convencao de Estocolmo sobre poluentes Organicos Persistentes (COSTA, 2012).

Os regulamentos europeus dizem que a producdo vegetal Ihes é importante e que
pesticidas sdo usados para melhorar tal producdo. Dentre alguns destes regulamentos,
podemos destacar alguns, como: Diretiva 91/414; Regulamento 1107/2009;
Regulamento 396/2005 e Diretiva 128/2009. A Diretiva 91/414 tratava da aplicacdo de
agrotoxicos e sua comercializacdo. Valendo ressaltar que em 2006 foi proposta uma
estratégia para utilizacdo sustentavel dos agrotoxicos, reduzindo-se seus riscos para o
ambiente e salde humana. Por outro lado, o Regulamento 1107/2009 determina que 0s
agrotoxicos somente poderdo ser incluidos se estiverem provados seus beneficios para a
producdo agricola, porém sem qualquer efeito prejudicial a satde humana, animais ou
meio ambiente. O Regulamento 396/2005 simplificou e unificou diretivas anteriores a
ele, de meados dos anos 70, que tratavam dos limites maximos de residuos de
agrotoxicos em diferentes alimentos, com o objetivo de se reduzir os riscos a salde
humana. A Diretiva 128/2009 surge como uma revisdo de leis anteriores e adota
medidas de precaucfes mais rigidas, como proibicdo da pulverizacdo aérea. Além disso,
as substancias passaram a ser descritas isoladamente, uma a uma, quanto ao seu
potencial prejuizo a saude humana e meio ambiente. Com isto, menos de 30 % dos
pesticidas avaliados foram aprovados e todo o restante foi retirado de circulacdo
(ROCHA e ESPINDOLA, 2014). O Quadro 1 agrupa o conjunto legislativo sobre

agrotoxicos na Unido Européia:



Quadro 1 - Sintese das normatizagBes sobre agrotéxicos na Unido Europeia. Fonte: Rocha e Espindola

(2014).

Diploma Legal/Ano

Descricdo

ao meio ambiente e a

politica ambiental

Principais implicacdes

Principais implicacGes
asalde humanae a
politica de salde

publica

Regulamento 396/2005

Relativo aos limites
maximos de residuos de
pesticidas nos géneros
alimenticios (de
humanos e animais).
Altera a Diretiva
91/414/CCE. Revoga
quatro Diretivas
anteriores que tratavam
dos teores maximos de
residuos de agrotéxicos
em diferentes géneros

alimenticios

Propde que se verifique

a quantidade de
agrotoxicos despejada
no ambiente & medida

que exige a nao
extrapolacdo dos limites
maximos de residuos

(LMR)

Verifica
constantemente se 0s
produtos
comercializados estéo
dentro dos LMR a fim
de ndo prejudicar a

saude humana

Regulamento
1107/2009

Relativo a colocacao
dos produtos
fitofarmacéuticos no
mercado. Revoga as
Diretivas 79/117/CEE e
91/414/CEE

Coloca a necessidade
de protecdo ao meio
ambiente a frente do
desempenho
agronémico dos

agrotoxicos

Coloca a necessidade
de protecdo a satde
humana a frente do
desempenho
agronémico dos

agrotoxicos

Diretiva 128/2009

Estabelece um quadro
de acdo a nivel
comunitario para uma
utilizacdo sustentavel

dos agrotoxicos

Coloca o meio
ambiente como pauta
central do processo
decisdo legal,
fomentando a
substituicdo dos
agrotoxicos por
alternativas menos

impactantes

Coloca a satde humana
ao lado do meio
ambiente como pauta
central do processo
decisdo legal,
fomentando a
substituicdo dos
agrotoxicos por
alternativas menos

impactantes

Na década de 70, os Estados Unidos, inicialmente, a Federal Insecticide,
Fungicide and Rodenticide Act (FIFRA) incumbiu-se de introduzir as primeiras

prerrogativas de regulamentacdo do uso de inseticidas. Foi um longo processo, passando



por diversas alteragdes e, posteriormente, com a criagdo da Food Quality Protection Act
(FQPA) e da Federal Environmental Pesticide Control Act (FEPCA), a legislacdo
americana explicitou a preocupacdo com a saude humana e meio ambiente no que se
refere ao uso de agrotoxicos. Com isto, a Environmental Protection Agency (EPA) e a
Federal Food, Drug and Cosmetic Act (FFDCA) s&o responsaveis por regulamentar o
uso de agrotoxicos no que se refere a saide humana (ROCHA e ESPINDOLA, 2014). O

Quadro 2 agrupa o conjunto legislativo sobre agrotdxicos nos EUA.

Quadro 2 — Sintese das normatizagdes sobre agrotoxicos nos EUA. Fonte: Rocha e Espindola (2014).

Diploma Legal/Ano

Descrigdo

Principais implicac6es
na politica ambiental e

no meio ambiente

Principais implicacGes
na sadde humana e na
politica de satde

publica

FIFRA/1947, atualizado
diversas vezes, com
destague ao
FEPCA/1972

Regula a produgéo e a
comercializagdo dos

agrotoxicos

Centraliza na EPA as
funcdes de regular o
uso e a comercializagdo
dos agrotéxicos no pais,
a fim de preservar o
meio ambiente. Fixa a
validade dos registros
em 15 anos e cobra

altas taxas das empresas

Centraliza na EPA as
funcbes de regular o
uso e a comercializacéo
dos agrotoxicos no pais,
a fim de proteger a
salde humana. Fixa a
validade dos registros
em 15 anos e cobra

altas taxas das empresas

FQPA

Padronizou o modo
como a EPA gere o uso
de agrotoxicos,
alterando o FIFRA e o
FFDCA

Aumentou o rigor da
avaliacéo de risco dos
produtos com residuos
de agrotdxicos. Da
respaldo cientifico para
processos de

reavalia¢do, banimentos
e aumento de embargo
sobre paises dos quais

importam produtos

Aumentou o rigor da
avaliacéo de risco dos
produtos com residuos
de agrotoxicos. Da
respaldo cientifico para
processos de

reavaliacdo, banimentos
e aumento de embargo
sobre paises dos quais

importam produtos

3.2 Uso de agrotdxicos no Brasil

Como o lema de Revolugdo Verde, segundo Gomez (2006), era promover, nos

paises de Terceiro Mundo, um progresso econdmico pela modernizacéo da agricultura —

que beneficiaria tanto estes paises, no sentido de aumentar a producdo de matérias-
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primas que eram vendidas para paises ricos, quanto para aumentar a producdo de
maquinario e insumos quimicos dos paises de Primeiro mundo que os destinariam para
0s paises pobres — o Brasil entra neste cenario como um forte candidato a se tornar um
dos maiores produtores mundiais de alimentos, devido sua vasta extensao territorial.

Entre as décadas de 40 a 70, houve grande estimulo por parte do governo
brasileiro para a producdo de agrotdxicos e modernizagdo da agricultura, que foi, na
verdade, uma mudanca do foco econdmico — do setor agricola para o industrial, ou seja,
a industrializacdo da propria agricultura. O Programa Nacional de Defensivos Agricolas
(PNDA) e Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR) sdo programas que nasceram
deste estimulo do governo a modernizacdo agricola — isso permitiu com que pesticidas
ja obsoletos internacionalmente, conquistassem o mercado nacional (TERRA e
PELAEZ, 2008). Este avanco tecnoldgico agricola acelerado e incentivado por estes
programas tinham o discurso de melhorar a qualidade de vida das populacGes rurais,
aumentando seu poder aquisitivo. Contudo, o que aconteceu foi o crescimento
latifundiario — o que centraliza o poder e promove distribuicdo econémica desigual — e a
expulsdo de milhares de familias do campo, que migraram para as cidades (MATOS e
PESSOA, 2011).

Seguindo padrBes internacionais de legislacdo de agrotoxicos, nas décadas
seguintes o Brasil regulamenta o uso destas substancias. A lei 7.802/89 define
agrotoxicos como “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecao 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 acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos”.

Mais tarde, em 2002, o decreto 4.074 regulamenta esta lei, dando varias
especificacbes sobre registro, monitoramento e fiscalizacdo de agrotoxicos em VAarios
aspectos, como fabricacdo, armazenagem e uso, por exemplo. Em seu artigo de numero
oito diz que “os agrotoxicos, seus componentes e afins sé poderdo ser produzidos,
manipulados, importados, exportados, comercializados e utilizados no territorio
nacional se previamente registrados no 6rgéo federal competente, atendidas as diretrizes
e exigéncias dos Orgaos federais responsaveis pelos setores de agricultura, satde e meio

ambiente”. Ao abordar sobre as competéncias destes trés Ministérios, o decreto diz que



além de fiscalizagdo, monitoramento e estabelecimento de limites méximos de residuos
e intervalo de confianca, entre outras competéncias, cada um deles terd papel especifico
e decisivo do registro final de agrotoxicos.

Segundo o decreto 4.074 de 2002, ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) cabe o papel de avaliar a eficiéncia agrondmica dos
agrotoxicos, bem como conceder o registro, atendidas as diretrizes e exigéncias dos
Ministérios da Saude e do Meio Ambiente. Ja o Ministério da Saude fica incumbido de
avaliar e classificar toxicologicamente os agrotdxicos e o Ministério do Meio Ambiente
de realizar a avaliagdo ambiental, estabelecendo suas classificacfes quanto ao potencial
de periculosidade ambiental. VValendo ressaltar que os 6rgaos responsaveis por fazer a
classificacdo toxicoldgica e a avaliagdo ambiental nos respectivos Ministérios citados
sdo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis). O Quadro 3 agrupa

o0 conjunto legislativo sobre agrotéxicos no Brasil.
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Quadro 3 — Sintese das normatizagdes sobre agrotoxicos no Brasil. Fonte: Rocha e Espindola (2014).

Diploma Legal/Ano

Regulamento/Alteraces

Principais implicacGes
a politica ambiental e
ao meio ambiente

Implicagdes a politica
de saude publicae a
saude humana

Lei n° 7.802/1989 - Lei
dos Agrotoxicos

Regulamentada pelo
Decreto n° 4.074/2002 e
alterada pela Lei n°®

Incluiu o 6rgdo
ambiental como
corresponsavel pelos
processos de registro e
fiscalizacdo de
agrotéxicos; proibiu o

Incluiu o 6rgdo
ambiental como
corresponsavel pelos
processos de registro e
fiscalizacdo de
agrotdxicos; proibiu
agrotoxicos que
revelem caracteristicas

9.974/2000 registro de agrotoxicos e
: P teratogénicas,
cujas caracteristicas AT
. carcinogénicas,
causem danos ao meio A
ambiente mutagénicas ou que
provoquem distrbios
hormonais
Legitimou o registro . .
g ' 0 reg Legitimou o registro
dos agrotdxicos por L.
P dos agrotdxicos por
equivaléncia e a o
equivalénciae a
entrada de produtos de
. entrada de produtos de
outros paises com outros paises com
Decreto n° 4.074/2002 N&o ha legislagdes mais R .
. . legislagfes mais
brandas, induzindo uma : .
N x brandas, induzindo
maior dispersdo de .
L maiores casos de
agrotoxicos no . L -
. . intoxicacGes e maior
ambiente e maior ; o
. a mistura de substancias
mistura de substancias
Facilitou o registro dos | Facilitou o registro dos
agrotoxicos por agrotoxicos por
equivaléncia, equivaléncia,
Decreto n° 5.981/2006 Né&o ha auxiliando o processo auxiliando o processo

que levou o Brasil a ser
0 maior consumidor de
agrotoxicos no mundo

que levou o Brasil a ser
0 maior consumidor de
agrotoxicos no mundo

Lei n°® 9.294/1996 —
Lei Murad

Regulamentada pelo
Decreto n° 2.018 (1996) e
alterada pelo Decreto n°

Procura alertar sobre os
riscos dos agrotdxicos
ao meio ambiente no
ambito da publicidade

Procura alertar sobre os
riscos dos agrotoxicos a
salde humana no
ambito da publicidade

8.262/2014 dos produtos dos produtos
Trata da destinacdo
Lei n® 9.974/2000 — embztljei3 q:r?g 3&?2?25 de
Altera a Lei n° Nédo ha g Né&o ha

7.802/1989

agrotoxicos, com vistas
a reduzir seu impacto
ambiental

Atualmente, o Brasil ostenta o titulo de ser um dos paises que mais consomem

agrotoxicos no mundo, justamente pelo fato de ser também um dos maiores produtores

mundiais de alimentos (PIGNATI et al, 2014). Devido ao grande desempenho da

agricultura nacional, o mercado brasileiro de agrotoxicos atingiu niveis recordes de

faturamento da historia — O SINDAG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para

Defesa Agricola) estima que, nos anos 2000, o lucro cresceu 96 % e o Brasil foi
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responsavel por quase 14 % da fatia de faturamento mundial no mercado de agrotdxicos
(TERRA e PELAEZ, 2008).

3.3 Os agrotdxicos e 0 meio ambiente

O conceito de meio ambiente pode ser entendido, segundo Costa e Oliveira
(2013), como um conjunto de unidades ecoldgicas que funcionam como um sistema
natural, inclui toda a vegetacdo, animais, microrganismos, solo, &gua, atmosfera e
fendmenos naturais que podem ocorrer em seus limites. Sendo assim, devido a suas
propriedades quimicas, os agrotoxicos interferem diretamente neste sistema natural. Por
mais que certos agrotdxicos sejam menos persistentes, ou seja, mais sollveis em agua,
mais volateis e menos aderentes ao solo, ainda assim, contribuem na contaminacgéo e
degradacdo ambiental e alteracGes nos ecossistemas (VEIGA et al, 2006).

Processos de producdo, armazenamento e aplicacdo de agrotdxicos permitem
que cheguem a diversos compartimentos ambientais, entre estes, efluentes de rios que
servem para abastecer populacfes humanas. No meio ambiente, agrotdxicos causam
diminuicdo da biodiversidade, desequilibrio ecoldgico e de cadeias tréficas e
artificializacdo de areas de producdo, levando a um aumento da necessidade de uso
destes pesticidas (CAPORAL, 2008). Dentre os inumeros problemas associados a
presenca de agrotdxicos no meio ambiente, podemos destacar: o desenvolvimento de
resisténcia por parte das pragas; morte dos predadores e parasitas naturais, que
controlam a taxa das populac6es consideradas alvo dos agrotoxicos, ameacando a vida
silvestre, como a ja conhecida e estudada — sindrome de desaparecimento de abelhas
(ALVES FILHO, 2002).

Ainda segundo Alves Filho (2002), apenas cerca de 10 % dos agrotoxicos
pulverizados em monoculturas por via aérea ou terrestre chegam ao organismo alvo. O
que é um dado preocupante sobre a mobilidade dos agrotdxicos no meio ambiente, uma
vez que, dependendo da natureza quimica dos pesticidas (organoclorados, lipossollveis
ou de degradacéo lenta, por exemplo), suas concentracdes podem ser biomagnificadas
na cadeia alimentar. Os agrotoxicos, seus residuos e metabdlitos contaminam tanto
aguas superficiais como lencois fredticos — que sdo de dificil tratamento — o que,
dependendo das propriedades fisico-quimicas, pode gerar ligacdo ao material

particulado em suspensdo, deposito no sedimento ou acumulacdo por espécies
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aquaticas, conforme ilustrado na Figura 1. Além de também poderem se volatilizar e
retornarem a atmosfera, sendo encontrados em regides distantes dos locais de aplicacdo

e uso (TOMITA e BEYRUTH, 2002).
e Ny
| %"
Escoamento superficial
Agrotoxico l
Organismos
Aquaticos ’ . Q

Sedimento

111
-

Figura 1 — Disperséao de agrotdxicos no meio ambiente. Adaptado de Tomita e Beyruth (2002).

Tem-se multiplicado os estudos de avaliagdo ambiental que comprovam a
contaminagdo de diversos ecossistemas por agrotoxicos (Quadro 4), bem como seus
potenciais prejuizos ao meio ambiente (AMARANENI e PILLALA, 2001;
BATISTELLA e VALLADARES, 2009; DORES e DE-LAMONICA-FREIRE, 2001;
LAABS et al, 2002; SOARES e PORTO, 2007 e VEIGA et al, 2006), dados que
alarmam sobre o risco destas substancias quimicas para diversos compartimentos

ambientais e espécies.
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Quadro 4 — Alguns estudos sobre deteccdo ambiental de agrotoxicos.

ESTUDO | AGROTOXICO| MATRIZ | CONCENTRACAO | LOCAL
B;r_lrgg(')g; t Imidaclorip Fglgci)rr:sso?e Entre 5 e 10 pg kg™ Franca
Charvet et al. Imidaclorip Pélen de 3 ug kg™ em 80 % Franca
(2004) milho das amostras .
Menos de 0,5 pug kg’
Nguyen et al. Imidaclorip Ar em 8,4 % gags Bélgica
(2009)
amostras
Até 0,01 mg kg~'em
: carne de meldo e
V\(/goeltze)ll. Acetamiprid ml\e/llglc‘)are]cslgio 0,3 mg k_g'1 em China
melancia inteira e
solo
Acetamiprid,
clothianidin, Os limites de
Yamamoto et dinotefuran, Agua de rio detec¢cdo do método Osaka
al. (2012) imidacloprid, foramde 0,47 a 2,1 (Japéo)
nitenpyram, e ng L™
thiamethoxam

3.3.1 Problemas de saude associados aos agrotdxicos

Segundo Peres et al. (2005), os seres humanos podem ser afetados de forma
direta pelos agrotoxicos, através do manuseio destes compostos, ou ainda, de maneira
indireta, através de compartimentos ambientes, alimentos ou organismos contaminados
com estes. A contaminacdo de espécies de areas de plantio agricola traz desequilibrio
ecoldgico e prejuizos a populagéo local.

Segundo estimativas do Ministério da Sadde, no Brasil, o niUmero provavel de
pessoas contaminadas anualmente por agrotdxicos passa dos quatrocentos mil. Porém, o
numero médio realmente notificado chega a ser cinco vezes menor do que isso, 0 que
preocupantemente demonstra que casos de contaminagdo por agrotoxicos em todo o
pais sdo subnotificados (PERES et al., 2005). Os impactos na salde sdo tanto efeitos
agudos, segundo Mariconi (1980), como efeitos muscarinicos, nicotinicos e centrais a
crénicos, segundo Segundo Pingali et al. (1994), como efeitos adversos respiratorios,
oculares, neurologicos, cardiovasculares, cutaneos e neurolégicos podem estar
associados ao constante contato com agrotdxicos.

Estudos associando efeitos danosos a salde humana com a exposicdo a

agrotoxicos tém se multiplicado. Koés et al. (2013) descreveram efeitos da exposicdo a
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agrotoxicos sobre o sistema auditivo e concluiram que os pesticidas podem causar
lesbes em diversas &reas do sistema auditivo periférico e central. Ao estudar
intoxicacOes por agrotoxicos no estado do Parana na primeira década dos anos 2000,
Neves e Bellini (2013) observaram que a tentativa de suicidio € ocorréncia mais
frequente em casos de intoxicacdo, mas que acaba mascarando efeitos cronicos devido
aos anos de exposicdo, visto que efeitos cronicos incluem: problemas imunoldgicos,
hematoldgicos, hepaticos, neuroldgicos, malformacdes congénitas, tumores,
acarretando, por fim, a depressao, possivel ocorréncia dos altos niveis das tentativas de
suicidios.

Cremonese et al. (2014) concluiram que seus achados sugerem que exposic¢des
crbnicas a agrotdxicos interferem na regulacdo dos hormonios sexuais em adultos e na
qualidade do sémen de jovens da regido rural do municipio de Farroupilha-RS. Os
mesmos autores, em 2012, também na regido sul do Brasil, ao analisarem seus achados,
concluiram que a exposi¢do intrauterina a agrotoxicos poderia acarretar em possivel
fator de risco a efeitos adversos durante a gestacdo, como maturacdo inadequada e parto
prematuro.

Efeitos associados a propriedades mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas
das substancias presentes nos agrotoxicos, como DDT, dioxinas e furanos, por exemplo,
também tém sido descritos. Koifman, Koifman e Meyer (2002) relataram altas taxas de
mortalidade para neoplasias malignas de mama, prostata e ovario em amostras
populacionais expostas a agrotdxicos entre 1985 e 1990 no Brasil. Além disso, na regido
serrana do estado do Rio de Janeiro, também foi relatado altos indices de mortalidade
para cancer de esofago, estbmago e laringe, bem como céancer de boca e leucemias em

trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos (MEYER et al., 2003).

3.3.2 Efeitos ecotoxicoldgicos associados aos agrotoxicos

Em decorréncia das diferentes e varias maneiras de aplicacdo dos agrotdxicos,
estes podem contaminar solo, agua ou estar suspenso no ar. Alves (2010) observou que
o0 inseticida limonodide azadiractina pode ser tdxico para larvas e adultos de abelhas da
especie Apis mellifera e que colbnias de areas tratadas com este agrotoxico apresentam
aumentos significativos na taxa de mortalidade das larvas no periodo de escassez de

flores no campo. Isso porque o azadiractina tem acdo repelente e antifagocitaria
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(impossibilita a alimentagdo dos insetos) e altera a capacidade olfativa dos insetos —
responsavel pela busca por alimentos (DECOURTYE e PHARM-DELEGUE, 2002;
HAYNES, 1988). Também apresenta acdo sobre o sistema hormonal de insetos,
afetando o processo de ecdise — mudanca de exoesqueleto — e causando infertilidade
destes (SCHMUTTERER, 1990).

Da Silva Mansano et al. (2012) concluiram que o claddcero nativo Ceriodaphnia
silvestrii é altamente sensivel ao agrotoxico carbamato carbofurano, tanto em 24 como
em 48 horas de exposi¢do (CEso = 1,80 pg L™ e CEsp = 0,75 pg L™, respectivamente). A
sensibilidade neste estudo levou em consideracdo a inibicdo de crescimento,
imobilizacdo e mortalidade. Nakagome et al. (2007) avaliaram a Concentragdo Letal
capaz de matar 50 % dos organismos testados (CLso) apds 48 horas em varios
agrotoxicos. Estes autores conseguiram calcular a CLsg dos herbicidas oxifluorfem (1,2
mg L) da classe dos éter difelinicos, oxadiazona (3,9 mg L?) da classe dos
oxadiazolonas e clomazona (13,8 mg L™) da classe dos isoxazolidinonas e dos
inseticidas lambdacialotrina (0,002 mg L™) e betaciflutrina (0,004 mg L™) da classe dos
piretréides, carbofurano (1,3 mg L) da classe dos carbamatos e fipronil da classe dos
pirazol (0,2 mg L™), os quais apresentam maior potencial de risco de impacto ecolégico
sobre o peixe Danio rerio.

Apesar de existirem poucos estudos ecotoxicoldgicos utilizando minhocas,
alguns efeitos ecotoxicoldgicos relacionados aos agrotoxicos vém sendo descritos para a
espécie Eisenia andrei em ensaios agudos e cronicos de toxicidade, como
estrangulamento, perda de segmentos, entre outros. Nunes (2010), em seu estudo sobre
a toxicidade do inseticida avermectina abamectina, realizado no municipio de Bom
Repouso — MG, observou que os organismos sobreviventes apresentaram alteragdes
morfolGgicas, comportamentais e perda de biomassa, além de queda significativa na
taxa de reproducdo, calculando uma CL50 de 7,64 mg kg™ ap6s 14 dias de exposicao.

Zhang et al. (2014) pesquisaram o neonicotindide imidacloprida e as alteragfes
bioquimicas que este causava na E. fetida. Os biomarcadores que eles utilizaram
tiveram suas atividades afetadas pela dose e tempo de exposi¢do. Com isso, eles
concluiram que o referido composto foi capaz de causar estresse oxidativo para a E.
fetida, indicando um risco para o ambiente terrestre.

Um estudo, conduzido por El Hassani et al. (2008), analisou os efeitos

comportamentais na locomocao, na sensibilidade gustativa & sacarose, na aprendizagem
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olfativa e memoria de abelhas (Apis mellifera), provocados com doses subletais dos
neonicotindides acetamiprida e tiametoxam administradas por via oral e topica. A
aplicacdo topica de acetamiprida induziu um aumento da distancia percorrida e
diminuicdo significativa da duracdo da imobilidade das abelhas ap6s 1 hora, bem como
aumentou a sensibilidade gustativa a sacarose. Os resultados das experiéncias de
aprendizagem indicaram que o tratamento com acetamiprida reduziu o desempenho da
memoria das abelhas, com atraso de retencdo a longo prazo (48 horas apds a
administracdo). Os autores concluiram que a fisiologia e 0 comportamento das abelhas

foram mais afetados pelo acetamiprida do que pelo tiametoxam.

3.4 O agrotoxico acetamiprida

A seguir, a Figura 2 e a Tabela 1 resumem as propriedades fisico-quimicas do
composto a ser estudado. Ja a Tabela 2, mostra exemplos do uso do acetamiprida em

monoculturas.

CHy
Z

= CHg
Cl N

Figura 2 — Formula estrutural do agrotoxico acetamiprida. Fonte: PubChem (2016).
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do acetamiprida. Fonte: PubChem (2016).

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Nome quimico (IUPAC) (E)-N"-[(6-cloro-3-piridil)metil]-N*-ciano-
N*-metilacetamidina
Férmula quimica C10H11CINg
Estado fisico Sélido (pé fino)
Cor Branco
Odor Inodoro
Peso molecular 222.676 g mol™
Massa monoisotopica 222.067 g mol™
Densidade 1,330g cm™ a 20°C
Solubilidade Em agua, 4,25x10"* mg L™ a 25°C.

Também solGvel em acetona, metanol,
etanol, diclorometano, cloroformio,
acetonitrilo e tetra-hidrofurano.

Estabilidade Estavel em solugdes tamponadas a pH 4,

e 7. Degradado lentamente apH 9 e a
45°C. Estavel sob luz solar.
Ponto de fusdo 98,9°C

Pressao de vapor estimada 4.4x10®° mmHg a 25°C

5
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Tabela 2 — Uso do acetamiprida em monoculturas. * g p.c.: gramas de produto comercial / g i.a.: gramas

de ingredientes ativo. Fonte: Bula Piramide (2016).

CULTURAS PRAGAS DOSES Numero de
Nome Comum gp.c/l00kg gia/l00kgde Aplicacbes
(Nome Cientifico) de sementes sementes
ALGODAO Pulgéo-do-algodoeiro (Aphis 300 a 400 210 a 280 01
gossypii)
AMENDOIM Tripes-do-bronzeamento 300 210 01
(Enneothrips flavens)
ARROZ Lagarta-elasmo 200 a 300 140a 210 01
(Elasmopalpus lignosellus)
Cupim-de-monticulo 100 a 200 70 a 140 01
(Procornitermes triacifer)
FEIJAO Vaquinha-verde-amarela 200 210 01
(Diabrotica speciosa)
MILHO Lagarta-do-cartucho 200 a 300 140 a 210 01

(Spodoptera frugiperda)
Lagarta-elasmo
(Elasmopalpus lignosellus)

SOJA Tamandua-da-soja 150 a 200 105 a 140 01
(Sternechus subsignatus)
Lagarta-elasmo 75a100 52,5a70 01
(Elasmopalpus lignosellus)
TRIGO Pulgédo-da-folha 75a100 52,5a70 01
(Metopolophium dirhodum)
Pao-de-galinha (Diloboderus 200 140 01
abderus)

O Acetaprimida, um inseticida do grupo dos neonicotindides de classe 1l de
toxidade (mediana), autorizado pela ANVISA através das Resolugdes RE n° 144 de
18/01/10 (DOU de 19/01/10) e RE n° 2.140 de 13/05/10 (DOU de 17/05/10) para uso
agricola através da aplicacdo foliar nas culturas de algoddo, batata, eucalipto, feijao,
maca, mamao, melancia, meldo, pinhdo-manso, tomate e trigo; aplicacdo em sementes
de algoddo, arroz, milho, soja e trigo; aplicagdo no tronco de café e citros; como
também o uso profissional por entidades especializadas ou 6Orgdos publicos
competentes, de modo e concentragdes especificas. A exposicdo ao Acetamiprida pode
ocorrer por via oral pela ingestdo de alimentos contaminados, através da inalacéo,
contato dérmico com este composto em locais de trabalho onde é produzido ou nos
sitios onde é usado (EPA, 2002). Além disso, as industrias que processam alimentos nos
quais tiveram o uso de agrotoxicos em suas culturas geram residuos nos quais contém
dentre outros agrotoxicos, o acetamiprida (JIMENEZ et al., 2015).

O acetamiprida atua como agonista seletivo de receptores nicotinicos de
acetilcolina em insetos, mimetizando sua acdo sem ser degradado pela enzima
acetilcolinesterase. Ele se encaixa no receptor da acetilcolina na membrana das células

pos-sinapticas, abrindo seus canais de sddio, causando hiperatividade nervosa e colapso
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do sistema nervoso. Em mamiferos, é eficientemente absorvido e rapidamente
excretado, principalmente atraves da urina, e, como todos 0s nicotindides, é
metabolizado em duas fases — citocromo P450 (idéntica em animais e plantas) e
formacgdo de conjugados (produtos diferem entre animais e plantas) — sendo a N-
dimetilacdo a principal via metabdlica de acordo com o California Department of
Pesticide Regulation (CDPR-Cal/EPA, 2004). Em um resumo, Simon-Delso et al.
(2015) disse que o metabdlito principal do acetamiprida € o IM1-4 (N-methyl-
chloropyridinylmethylamine) e que o mesmo possui metab6litos menores, conhecidos
como ACE-ureia (6-chloro-3-pyridylmethyl) e 6-CNA (6-chloronicotinic acid).

Brunet et al. (2008) estudaram a biodisponibilidade e 0 mecanismo de absorgéo
intestinal do acetamiprida em vertebrados utilizando culturas celulares da linhagem
clonal (Caco-2-14, derivada de Caco-2). Um resultado importante deste estudo foi que o
acetamiprida passou, em grandes quantidades, a barreira celular por transporte
transepitelial, com aparente eficiéncia no coeficiente de permeabilidade — o que o
classifica como altamente absorvivel. Foi constatado também que o composto entra na
célula, principalmente, por transporte passivo, mas um transportador ativo de atividade
fraca também estd envolvido na captacdo de acetamiprida. Todos estes resultados
sugerem absorcdo completa e expressa do acetamiprida in vivo, com transporte
envolvendo tanto mecanismos internos como externos, passivos e ativos. Assim, 0
acetamiprida ou os seus metabdlitos podem representar riscos para a saude humana apds

a sua ingestao nos alimentos.

3.4.1 Efeitos a saude humana e ao meio ambiente

Apesar de ndo ser considerada uma substancia cancerigena para humanos
(USEPA, 2006), Sano et al. (2016) verificaram que o acetamiprida pode ser toxico para
o0 cérebro de mamiferos ao analisarem mudangas no comportamento social e sexual de
camundongos. Kimura-Kuroda et al. (2016) perceberam uma ligeira perturbacdo na
arborizacdo dendritica das células de Purkinje e alteracdo da transcricdo de RNA para
exposicoes cronicas em ratos, semelhante aos efeitos da nicotina em mamiferos em
desenvolvimento cerebral, como o embrido por exemplo.

Cavas et al (2012) estudaram a citotoxicidade e a genotoxicidade do
acetamiprida nas células intestinais humanas do tipo CaCo-2 in vitro através de testes,
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como método clonogénico, ensaio cometa e microndcleo. Eles constataram que, tanto
em concentragBes citotoxicas quanto em ndo citotdxicas, o acetamiprida foi capaz de
aumentar significativamente a quebra de cadeias de DNA de fita simples. Isso indica
que os achados apontam para um potencial citotoxico e genotoxico do acetamiprida para
as células, de acordo com os autores.

Vehovszky et al (2015) avaliaram como alguns neonicotindides, dentre eles o
acetamiprida, inibem a neurotransmissdo colinérgica no molusco Lymnaea stagnalis.
Eles concluiram que esta classe de agrotoxicos age sobre os receptores de acetilcolina
nicotinicos, 0 que pode causar a intoxicacdo deste caracol. Fato preocupante, segundo
eles, pois indica a contaminacdo do ambiente aquatico por neonicotindides e seus
potenciais riscos para animais ndo-alvo.

Prosser et al (2016) examinaram os efeitos das exposi¢es de neonicotinoides,
dentre eles o acetamiprida, e de butenolideos nos estagios iniciais de vida de espécies de
moluscos (Planorbella pilsbryi e Lampsilis fasciola) de &gua doce. Este estudo
mencionou 0 monitoramento da concentracdo destes agrotoxicos para a avaliagdo de
risco destas espécies, constatando que, em determinados momentos e em alguns pontos,
a concentracdo deles ultrapassavam o limite maximo crénico permitido pelos 6rgdos
fiscalizados. Fato que poderia constituir em perigo para as formas juvenis dos moluscos,
principalmente pela inibicdo de crescimento, caso estas concentracdes fossem mantidas
por um periodo de 28 dias. Os dados do estudo indicaram que o0s inseticidas
neonicotindides e butenolideos representam menos riscos com relacdo a mortalidade das
duas espécies de moluscos em comparagdo com o risco potencial para outras espécies
ndo-alvo insetos aquaticos.

Testes com abelhas demonstraram a vulnerabilidade de bioindicadores em
ambientes expostos a neonicotindides. Blacquiére et al (2012), fez uma revisdo dos
dados de 15 anos de publicacdes sobre concentracdes de neonicotindides em plantas,
abelhas e seus produtos em diferentes paises — onde foram analisados os efeitos toxicos
destes inseticidas, dentre eles 0 acetamiprida, em diferentes espécies de abelhas. Efeitos
reprodutivos subletais, efeitos no comportamento de forrageamento, na capacidade de
memoria/aprendizagem e sucesso de hibernacdo também foram considerados na
avaliacdo progressiva de risco, analisando-se a escala campo realista e os efeitos em
abelhas (larvas e adultas) e colbnias. Foram detectados niveis residuais de
neonicotindides em néctar e pélen, bem como determinado a CLso (7,07 pg abelha™).
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Christen et al. (2016) estudaram os efeitos moleculares de quatro neonicotindides, entre
eles o acetamiprida, sobre abelhas da espécie Apis mellifera. Estes autores observaram
que a exposicao a estes agrotdxicos provocou mudangas na expressdo de oito genes,
como os que tém multiplas funcdes, os que controlam o sistema imune e relacionados
ao estresse oxidativo. Dentre os genes mais afetados estdo os relacionados ao
forrageamento e memdria a longo prazo — fato que implica no declinio das populacdes
de abelhas, como lembraram 0s autores, uma vez que estes mecanismos estdo
diretamente ligados a capacidade de busca de alimento, sobrevivéncia e reproducdo do
inseto.

Ao estudarem a toxicidade de varios agrotoxicos, Wang et al. (2012) contataram
que o acetamiprida foi o mais toxico dentre os neonicotindides para a E. fetida nos
ensaios de contato em papel de filtro e em solo. Os resultados apresentaram uma relagédo
de dependéncia com a concentracdo e a mortalidade aumentou conforme aumentou o
periodo de exposicdo no ensaio em solo. Eles concluiram que seus dados sdo relevantes

para avaliacdes de risco ambiental.

3.4.2 Ocorréncia e comportamento no meio ambiente

A producdo do acetamiprida e seu uso como inseticida causa contaminagao
ambiental. Na atmosfera, existird tanto como vapor como particulado — na primeira, €
degradado por reacdo com radicais hidroxilas produzida fotoquimicamente,
apresentando meia-vida de 5 horas; ja na segunda, € removido da atmosfera por
deposicdo Umida e seca. Uma vez no solo, sua mobilidade esperada é de moderada a
alta; sua volatilizacdo a partir de solos Umidos ndo é muito significativa e, em solos
secos, ndo é esperada devido a sua pressdo de vapor; apresentando meia-vida que
variam de 1 a 8 dias, dependendo do tipo de solo; apresentando baixa lixiviacdo em
camadas mais profundas (CDPR-Cal/EPA, 2004).

Na &gua, ndo € esperado adsor¢do em solidos suspensos e sedimentos; sua
volatilizagdo no meio aquoso ndo ¢é significativa; sua bioconcentragdo em organismos
aquaticos € considerada baixa, possui meia-vida de 34 dias em aerobiose e, em
anaerobiose, 0 acetamiprida tem uma meia-vida estimada variante entre 45 a 121 dias. E
moderadamente toxico para aves, peixes, crustaceos (Daphnia) e abelhas. No entanto,
sob as condicdes de aplicagdo recomendadas, e devido a sua rapida biodegradacao, ele é
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considerado um risco agudo minimo para plantas, mamiferos, aves, invertebrados e vida
selvagem em geral. O recomendado € se evitar a0 méximo a contaminacdo ambiental
(CDPR-Cal/EPA, 2004).

Um estudo pioneiro, de Al-Rajab et al. (2016), procurou determinar residuos dos
inseticidas neonicotindides imidacloprida e acetamiprida e inseticida carbamato
metomil, mais utilizados na producéo de folhas de khat (Catha edulis) — usadas em
paises do oriente como estimulante e na medicina tradicional, mas que tem seu consumo
crescendo em paises europeus e nos Estados Unidos. Os autores trataram dois grupos de
plantas de khat — um, pulverizando s6 com agua (controle) e outro, com as
concentragfes recomendadas nas embalagens dos trés agrotoxicos — e acompanharam a
concentracdo de cada um dos inseticidas nos extratos das folhas por 37 dias através de
cromatografia liquida. A concentracao inicial dos residuos de imidacloprida foi de 6,2
mg kg™; 37 dias ap6s o tratamento, 10,65 % dos residuos iniciais permaneceram nas
folhas e a meia-vida foi relativamente longa, aproximadamente 12 dias. Ja a
concentracdo inicial de residuos de acetamiprida foi de 3 mg kg™ e a meia-vida,
também, de aproximadamente 12 dias, com concentracdo de 0,25 mg kg™ apés 37 dias.
E a concentracéo inicial do metomil foi de 12 mg kg™ e meia-vida de aproximadamente
5 dias; ap6s 37 dias, foram encontrados 0,03 mg kg™. Este estudo demonstrou que 0s
inseticidas neonicotindides imidacloprida e acetamiprida tém caminhos de dissipacao
semelhantes em folhas de khat e suas persisténcias foram significativamente maiores do
que a do inseticida carbamato metomil.

Renaud et al. (2017) avaliaram o risco ambiental do acetamiprida e do
tiacloprida para varios organismos, dentre eles, o E. andrei. Eles levaram em
consideracdo a quantidade de inseticida numa pulverizagdo méxima Unica indicada por
dois fabricantes (100 g a.i. ha™) e calcularam a concentraco inicial no solo prevista
para o pior caso (ou Concentracdo Prevista no Ambiente, PEC) e apds 28 dias (PEC28),
bem como suas respectivas concentracbes com estimado risco para E. andrei
(TERInicial e TER28 = CE4,/PEC). Também calcularam a concentra¢do de seguranca
ou Concentragcdo Prevista Sem Efeito no Ambiente (PNEC < CE;¢/100). Além de
calcularem os quocientes de risco inicial e apos 28 dias (HQinicial e HQ28 =

PEC/PNEC), conforme mostrado na tabela (Tabela 3) a seguir:
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Tabela 3 — Concentracdes de acetamiprida previstas no solo em condicBes de uso real. PEC:
concentragdo inicial no solo prevista para o pior caso / PEC28: concentracdo apés 28 dias no solo prevista
para o pior caso / TERinicial: concentragdo inicial no solo com estimado risco para E. andrei / TER28:
concentracdo apos 28 dias no solo com estimado risco para E. andrei / PNEC: concentracdo de seguranca
/ HQinicial: quociente de risco inicial / HQ28: quociente de risco ap06s 28 dias. Fonte: adaptado a partir de
Renaud et al. (2017).

ACETAMIPRIDA PEC PEC28 TERIinicial TER28 PNEC HQinicial HQ28

Concentracoes 0,07 0,03 3,30 124,17 0,0015 166,67 17,72
(mg kg™)

3.5 Ecotoxicologia terrestre

Com a grande demanda do setor industrial e consequente geracdo de residuos,
orgdo fiscalizadores, preocupados com o monitoramento ambiental, utilizam-se de
testes que, aqui no Brasil, avaliam a contamina¢do quimica. Porém, apesar de nao
obrigatdrio aqui, os ensaios ecotoxicoloxicos em animais terrestres sdo ferramentas
fundamentais no monitoramento biol6gico de um ambiente contaminado, apesar de
ainda novos — existindo hd menos de 20 anos. Visto que somente a analise quimica ndo
fornece o comportamento ambiental de um composto como um todo (BIANCHI et al.,
2010). A ecotoxicologia avalia a contaminacdo ambiental por substancias quimicas
(naturais ou sintéticas) decorrentes de atividades humanas e busca entender a acao e
efeitos destas substancias sobre a biosfera (RAMADE, 1977). Tal avaliacdo se da
através de ensaios ecotoxicoldgicos com espécies bioindicadoras de escolha, que podem
ser organismos aquaticos e/ou terrestres. Andréa (2008) definiu bioindicadores como
organismos com relagéo vital estreita com o ambiente onde vivem, 0s quais apresentam
reacfes metabdlicas e comportamentais quantificaveis que indicam alguma mudanca
nesse ambiente, quando essas perturbagdes ndo os levem a morte.

Os ensaios ecotoxicologicos podem ser feitos tanto em laboratorio, com
condigdes controladas como em campo (BIANCHI et al., 2010). Nacionalmente, ja
existem algumas normas para a realizacdo destes ensaios tanto em organismos aquaticos
quanto em terrestres, como as padronizadas pela ABNT (Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas), INEA (Instituto Estadual do Ambiente - RJ), CETESB (Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental - SP) e Manual de Testes para Avaliacdo da

Ecotoxicidade de Agentes Quimicos do IBAMA. Porém, testes com animais terrestres
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ndo sdo bem padronizados para o Brasil e acaba-se por utilizar técnicas internacionais,
como as descritas na ISO (International Organization for Standardization), OECD
(Organization for Econimic Co-operation and Development) e EPA (Environmental
Protection Agency - USA) (SISINNO et al.,, 2004). Os ensaios ecotoxicoldgicos
padronizados selecionam como espécies testes alguns organismos que representam
ambientes terrestres, como colémbolos, minhocas e enquitreideos, além dos
representantes de ambientes aquaticos, como algas, poliquetas, microcrustaceos e peixes
(BIANCHI et al., 2010). Um ponto chave é a escolha de determinada espécie, que deve
ser representativa dentro do ambiente que ocupa, sensivel a substancias quimicas,
abundante e de facil cultivo e manipulacdo laboratorial (CARVALHO et al., 2009).
Outro aspecto importante é a utilizacdo de mais de uma espécie e que estas ocupem
diferentes niveis troficos, porque, dependendo da natureza quimica e da concentracdo da
substancia, pode ser tdxica para todas ou apenas algumas espéecies (BEHRENS, 1995).

Os ensaios mais comuns para minhocas sdo os de fuga e os que medem a
toxicidade aguda e cronica dos compostos quimicos. No teste de fuga, é feita a
exposicdo de minhocas (Eisenia fetida e Eisenia andrei) ao solo contaminado e nédo
contaminado (controle) a0 mesmo tempo — num mesmo recipiente, separados por uma
divisoria. Entdo, retira-se esta divisoria e coloca-se 10 minhocas entre as duas amostras
de solo, observando-se, ao final de 48 horas, o niUmero de organismos gque migraram
para cada amostra (ISO 17512-1, 2007 e BIANCHI et al., 2010). Nos ensaios agudos,
determina-se a concentragdo da substdncia quimica capaz de matar 50 % dos
organismos testados (CLs) em até 96 horas de exposicdo atraves de calculos feitos com
os resultados de mortalidade, obtidos em vérias diluigdes testadas para o composto
(BIANCHI et al., 2010). Nos ensaios cronicos, cujas diluicdes dos compostos séo
calculadas a partir dos resultados da CLso dos ensaios agudos, observa-se como que
concentracdes subletais — que permitem a sobrevivéncia dos organismos, porém com
desenvolvimento de distarbios de fungdes bioldgicas, como reproducéo, crescimento e
maturacdo (GOLDSTEIN, 1988) — podem causar efeitos cronicos, visto que as espécies
estardo expostas a pequenas concentracdes durante periodos de tempo maiores (SILVA,
2002).

E importante o conhecimento sobre as caracteristicas do solo ligadas ao
ecossistema, bem como seu uso diverso na sociedade humana. Visto que o0 uso e manejo

do solo, bem como a utilizacdo de agrotoxicos e residuos urbanos tém alterado suas
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propriedades (ARAUJO e MONTEIRO, 2007). Andréa (2008) observa que minhocas
tém sido usadas como bioindicadores de contaminagdo do solo, devido seu papel
fundamental na formacdo do mesmo, seja na decomposicdo de restos de plantas,
formacdo de humus, ciclagem da matéria organica, fertilidade ou drenagem, por
exemplo. Com seus deslocamentos e ao ingerir solos contaminados, as minhocas entram
em contato com diversos poluentes — entre eles, 0s agrotéxicos — 0s quais as intoxicam,
as matam e as que sobrevivem, podem incorporar e bioacumular tais substancias.
Segundo a mesma autora, devido a sua posicao trofica, minhocas servem como rota de
transferéncia e biomagnificagdo de contaminantes ao longo de teias alimentares.

Tem-se, ainda, 0s ensaios que dosam enzimas de estresse oxidativo em minhocas
(LIN et al., 2012). Tal estresse — aqui, ocasionado pela exposicdo a agrotoxicos, por
exemplo — ocorre devido ao desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a
atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante dos organismos, com geragéo de radicais
livres e espécies ndo reativas — resultantes do metabolismo de oxigénio (BARBOSA et
al., 2010). O estresse oxidativo também afeta células do sistema imune de minhocas do
género Eisenia (HOMA et al., 2016), tais células, bem como estas enzimas e outras
proteinas, podem servir como biomarcadores de efeito da exposi¢do. Segundo
Buonocore e Groenendaal (2007) e Halliwell e Gutteridge (2007), toxicantes produzem
espécies reativas de oxigénio — as quais possuem um ou mais elétrons desemparelhados,
com alto poder de reacdo, que sequestram elétrons de moléculas vizinhas para tornarem-
se estaveis — que reagem com lipidios, proteinas ou acidos nucléicos, resultando em
prejuizos bioquimicos e genéticos.

J& existem varios ensaios padronizados para a quantificacdo de biomarcadores
importantes de estresse oxidativo, como GSH, GST e calatase (CAT), por exemplo. A
glutationa reduzida (GSH) pode atuar como antioxidante, ao manter o balanco redox da
célula, protejendo-a contra agentes eletrofilicos, além de participar da biotransformagéo
e eliminacdo de xenobioticos. Ou seja, € uma primeira linha de defesa contra a
citotoxicidade (CANESI et al., 1999; LEONARD et al., 2004; REISCHL et al., 2007,
HUBER et al., 2008; LUSHCHAK, 2012). A glutationa S-transferase (GST) também
atua na biotransformacéo e detoxificacdo celular: ao ser estimulada, em conjunto com a
GSH, ajuda na formacdo de conjugados hidrossollveis de toxicidade reduzida, o que
viabiliza a excregdo de toxicantes (HABIG et al., 1974, STOREY, 1996; ROVER
JUNIOR et al., 2001; VAN DER OOST et al., 2003; MONTEIRO, 2006). Além disso,
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a catalase protege o organismo contra espécies reativas de oxigénio geradas, ao
converter H,O, em agua. Visto que, H,0,, além de poder formar um radical livre, pode,
em elevadas concentracfes, reagir com superoxido ou ferro, produzindo radical
hidroxila, que é altamente reativo (MICHIELS et al., 1994; SIMONIE et al., 2000).

| H,0

Glutationa
Catalase peroxidase

GSH

\oz —— H,0, — OH +OH"
SOD

@

Lipoperoxidacio
Dano celular

Figura 3 — Esquema do mecanismo antioxidante celular. Fonte: adaptado de Imunova Analises
Bioldgicas (2018).

Ensaios ecotoxicoldgicos para avaliacdo de populacbes celulares em E. andrei
sdo realizados a partir do fluido celémico (Figura 4) — o qual faz parte do sistema
hidrostatico esquelético, atuando como comunicador entre o interior e 0 meio externo,
desempenha um papel importante na homeostase (COOPER, 1996). Nestes organismos,
sdo conhecidos trés tipos celulares, com morfologia e origens distintas: amebadcitos
(hialino e granular) e eledcitos (COOPER e STEIN, 1981). A composicao destas células
depende de fatores exodgenos (ambientais) e enddgenos (bidticos, ciclo de vida)
(YADAYV, 2016). Os amebocitos reconhecem e eliminam corpos estranhos por
fagocitose e encapsulamento (COOPER, 1996; COSSARIZZA et al., 1996;
LINTHICUM et al., 1977; STEIN et al., 1977), além de estarem envolvidos nos
processos de coagulacdo, citotoxicidade, inflagdo e formacdo de granuldmas, por
exemplo (COOPER, 1996; COOPER e STEIN, 1981). Ja os eledcitos, também

chamados de cloragocitos, contém numerosos granulos esféricos e possuem a
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capacidade de armazenar materiais enddgenos, como glicogénio e lipidios, além de
pigmentos. Participam do equilibrio idnico e de pH, em alguns aspectos da nutri¢do e
excrecdo, mas também estdo associados a defesa imune, tendo a capacidade de
encapsulamento. Suas secrecdes tém propriedades bacteriostaticas, além disso, eles
participam da desintoxicagdo de tecidos da minhoca, como eliminagdo de metais
(AFFAR et al., 1998; COOPER, 1996; COOPER e STEIN, 1981; LINTHICUM et al.,
1977; STEIN et al., 1977).

Figura 4 — Laminas de microscopia contendo células de defesa do organismo E. andrei. 1.
Eledcito / 2. Amebdcito hialino / 3. Amebdcito granular. Fonte: Correia, F. V. e Santo, D. G. E. (2017).

Ribera et al. (2001) estudaram as respostas bioguimicas da minhoca Eisenia
fetida em solo artificial contaminado com o inseticida carbamato carbaril. O objetivo foi
investigar os efeitos do composto em diferentes concentraces e tempos de exposicao,
para elucidar os mecanismos de acdo da substancia e utilizar as respostas bioquimicas

como biomarcadores para monitoramento de contaminacdo do solo. As minhocas foram
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expostas a concentracBes crescentes de carbaril (12, 25 e 50 mg kg™) por diferentes
periodos de tempo (2, 7 e 14 dias). As enzimas catalase, acetilcolinesterase, glutationa
redutase, glutationa-S-transferase, metoxiorresorufina-O-desmetilase, NADH, NADPH

e citocromo P450 tiveram suas atividades reduzidas.

3.6 Processos Oxidativos Avancados

Existem formas de reduzir a toxicidade de agrotdxicos nos compartimentos
ambientais, porém as técnicas tradicionais ndo sao capazes de destruir completamente a
molécula, sendo necesséario um pds-tratamento custoso dos residuos (PEREZ et al. 2006).
Na tentativa de tratar as aguas residuais contaminadas por diversas substancias
persistentes, diversos Processos Oxidativos Avancados (POAs) tém se destacado pela
sua elevada capacidade destrutiva de moléculas organicas (MBOULA, 2013). Estes se
baseiam na formacdo de radicais hidroxilas altamente oxidantes, que possuem
capacidade de reagir com 0s mais variados tipos de componentes organicos e
inorganicos, levando a formacdo de produtos intermediarios de menor toxicidade ou a
completa degradacdo, com formacao de diéxido de carbono (CO;) e dgua (SAGGIORO
etal. 2011).

Os varios POAs se utilizam de sistemas de reagdes quimicas diferentes, mas com
uma caracteristica em comum: a geracéo e uso de radicais hidroxila (*OH), os quais sdo
oxidantes poderosos que tem capacidade de destruir moléculas organicas — como 0s
agrotoxicos organoclorados, por exemplo — que ndo sdo destruidas por oxidantes
comuns (METCALF e EDDY, 2003). A seguir, a Tabela 4 traz um comparativo entre o
poder oxidante do radical hidroxila e de outros oxidantes:
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Tabela 4 — Comparacdo do potencial oxidante dos agentes oxidantes. Fonte: adaptado a partir de Teixeira
e Jardim (2004).

AGENTE OXIDANTE POTENCIAL DE OXIDACAO
(VOLTS)

Flaor 3,06
Radical hidroxila 2,80
Oxigénio atbmico 2,42
Ozbnio 2,08
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36
Oxigénio molecular 1,23

Observa-se que o radical hidroxila é mais forte, ficando atrds do flior. Dando
inicio a uma série de reacOes de oxidacdo, capaz de mineralizar completamente a
substancia tratada, bem como seus produtos de degradacdo. Ele interage com a
substancia de maneira pouco seletiva, o que é interessante quando usado para

tratamento de remediacdo de ambientes contaminados (SAGGIORO et al., 2011).

. . FOTOCATALISE SOLAR

Figura 5 — Esquema da formagdo do radical hidroxila, comum em todos os POAs e dos

processos fotocataliticos. Fonte: Saggioro et al. (2011).
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Os POAs séo classificados de duas maneiras: sistemas heterogéneros ou
homogéneos. O que quer dizer, respectivamente, que utilizam semicondutores como
catalisadores na fase solida — reacdo ocorre na interface entre as duas fases e a
velocidade é proporcional a area de contato — e que o catalisador e o sistema formam
apenas uma Unica fase (SILVA, 2007). A Figura 6 mostra os principais tipos de
sistemas que podem ser empregados em descontaminagoes:

0,/UV
H,0,/UV
Feixe de elétrons

H,0,/Fe?* (Fenton)
0,/OH:

Ti0,/0,/UV
Ti0,/H,0,/UV

Eletro-Fenton

Figura 6 - Tipos de sistemas de POAs que sdo utilizados em descontaminagdes. Adaptado a
partir de Silva (2007).

Segundo Kammradt (2004), o tratamento com POAs é mais eficiente que o0s
tratamentos convencionais por destruicdo completa dos contaminantes em vez de
concentra-los ou transforma-los de fase — 0 que elimina residuos secundérios, tornando-

se dispensavel o uso de métodos de deposicdo de produtos secundarios.

3.6.1 TiO,/UV

O didxido de titanio (TiO,) é um semicondutor — seus niveis energéticos em
estado normal ndo sdo continuos, o que o impede de conduzir eletricidade. Mas quando

este é irradiado com fotons energéticos iguais ou maiores a energia da “band-gap”,
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acontece excitacdo elétrica e o elétron salta da banda de valéncia para a banda de
conducdo, gerando um par elétron/lacuna. Tal par pode se recombinar externamente ou
compor reacdes de oxi-reducdo, com absorcdo de H,O,, °*OH, O,° e compostos
organicos (TEIXEIRA e JARDIM, 2004). O mecanismo de ativacdo do TiO, pode ser

visualizado na Figura 7:

FOTOATIVA gﬁ O DO CATALISADOR

Particula do catalisador

\ : 02

BC = Reacdo de reducao

07, H:0,

Recombinagio
interna

Energia de o a QJ Solucdo
Excitacdo :
band-gap ? F

Recombinagio
superficial

OH,R*
BV ht Reacdo de oxidagdo
/ H,0/0H R

he

Figura 7 — Mecanismo de ativacao do TiO,. Fonte: adaptado de Teixeira e Jardim (2004).

As reacOes de oxidagdo podem acontecer entre a lacuna da banda de valéncia e a
agua ou com os ions hidroxila, produzindo radicais. J& nas reacGes de reducdo, podem
acontecer entre o elétron da banda de conducéo e o oxigénio (O;), gerando o ion radical
superdxido, que pode gerar H,O,, o qual gera radicais hidroxila (SURI et al., 1993). O
TiO, tem uma banda de valéncia — na qual os elétrons ndo possuem livre movimentagédo
— e uma banda de condugdo, onde os elétrons tem livre movimentagdo. No espaco
compreendido entre estas duas bandas existe uma diferenca energética, a “band-gap”
(PARMON et al., 2002). Além disso, o oxigénio desempenha um papel importante nas
reacOes mediadas por semicondutores, visto que ele é capaz de aprisionar o elétron da
banda de conducdo como ion radical superdxido, que impede a recombinagdo elétron-
lacuna e também desencadeia varias reacbes, que formam e quebram o H,0,
(OKAMOTO et al., 1985).
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Algumas pesquisas ja foram realizadas para estudar a eficiéncia dos POAs na
degradacdo do acetamiprida. Dentre elas, Khan et al. (2010) observaram que o TiO,
pode catalisar a fotodegradacdo do acetamiprida na presenca de luz e oxigénio. Eles
constataram também que a taxa de degradacdo aumenta com o aumento do pH e a maior
eficiéncia foi observada a pH 8,7. E, como ja se era esperado, com o aumento da
concentracdo do catalisador, a taxa e a velocidade da degradacdo também aumentarou.
Um aumento na taxa de degradacdo também pode ser observado com a adicdo e
aumento das concentracdes de H,O, — que foi o mais eficiente dentre os aceptores de
elétrons testados.

Ainda segundo Khan et al. (2010), a solugdo contendo o composto e TiO, foi
degradada satisfatoriamente ao ser exposta a radiacdo solar, quando comparada a
exposicdo a uma fonte de luz UV. A adsorcdo do acetamiprida na superficie do
fotocatalisador, mantendo a solugdo no escuro por 24 horas, também foi investigada e
ndo houve perda do composto. Eles constataram também a formac&o de varios produtos
intermediarios.

Outro estudo, de Guzsvany et al. (2009), observou a degradacdo de diferentes
fragmentos da molécula do acetamiprida através da espectroscopia, monitorando a
decomposigdo foto-oxidativa com TiO,/UV. Com isso, eles observaram que a
degradacdo foi moderadamente rapida, com reducdo substancial apds 4 horas e meia e
desaparecimento completo apds 7 horas de irradiacdo — sendo o acetaldeido e os acidos
acético e férmico os principais produtos de degradacdo. Foi constatado que a meia-vida
para a degradacdo fotocatalitica da parte aliciclica foi de 76 minutos. A concentracdo de
acido formico atingiu seu maximo em torno de 4 horas e seu pico decaiu, 0 que pode ser
explicado pela mineralizacdo dos produtos de degradagéo.

Guzsvany et al. (2009) mencionaram também os radicais hidroxila como o
principal oxidante a atacar o acetamiprida, produzindo hidroxilagdo dos produtos e
estruturas quinonidicas e abertura do anel. Eles observaram também que os fotons
emitidos pela fonte ndo foram eficientemente absorvidos pelo acetamiprida, levando-os
a conclusdo de que a principal causa da degradacdo do composto no periodo de
irradiacdo foi a fotocatalise. Além disso, sugeriram que 0s centros mais suscetiveis ao
ataque dos radicais hidroxila estdo na parte aliciclica do composto, proxima da amina e

da imina. E concluiram que a degradacdo oxidativa foto-assistida do acetamiprida na
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presenca de TiO; é simples, rapida e envolve a formagdo de uma variedade de espécies
intermediérias, porém provavelmente sem prejuizo significativo ao meio ambiente.

Fenoll et al. (2015) realizaram um estudo comparando a degradacdo de trés
neonicotindides, dentre eles o acetamiprida. Os experimentos utilizaram o Oxido de
Zinco (Zn0) e o TiO, como catalisadores e 0 Na,S,0g como aceptor de elétrons. Foi
observado que a degradacdo dos compostos aumentava quando se aumentavam as
concentracdes dos catalisadores, isso porque ocorria aumento do ndmero de sitios
ativos. Na presenca de ZnO/Na;S;03 e TiO2/Na,S;0g, 0 desaparecimento dos
compostos foram obtidos ap6s 10 e 30 minutos de irradiacdo, respectivamente. O ZnO
pareceu ser mais eficaz na oxidagdo dos compostos do que o TiO, sob diferentes tipos
de irradiacdo (fonte de luz solar e artificial) — com maior taxa sob luz solar,
provavelmente devido ao fato de que o ZnO absorver maior fracdo do espectro solar que
o TiO,, No entanto, apresenta a desvantagem de gerar residuos de zinco na agua.

Ainda segundo Fenoll et al. (2015), dentre os trés neonicotindides testados, o
acetamiprida apresentou a maior estabilidade a fot6lise e maior meia-vida. Tanto o TiO,
qguanto o ZnO absorveram fétons em niveis semelhantes e ambos foram mais eficazes
como catalisadores na remocéo dos compostos sob luz solar do que sob luz artificial UV
— a porcentagem de luz absorvida por eles foi de 41 % na irradiacdo solar contra apenas

17 % na irradiacdo artificial.

4. Metodologia

4.1 Reagentes e compostos quimicos

Acetamiprida (C10H11CIN,): disponivel em pd, mantido a temperatura ambiente,
obtido da Sigma-Aldrich.

Acetonitrila (CH3CN): disponivel em liquido, mantido a temperatura ambiente,
obtido da Tedia Company.

1 cloro 2,4 dinitrobenzeno (C¢H3CIN,O,4 - CDNB): disponivel em po, mantido a
temperatura ambiente, obtido de Acros Organics a 99 % de pureza.

Dioxido de titanio (TiO,): Degussa P25 com pureza de 995 % e
aproximadamente 70 % de anatase e 30 % de rutilo. Com uma area superficial de cerca
de 50 + 15 m?/g, sem porosidade, possuindo particulas ctbicas de arestas arredondadas

e um diametro médio de particula de 21 nm, obtido da Evonik Industries.
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Fosfato de potassio monobéasico (KH,PQO,): disponivel em po6, mantido a
temperatura ambiente, obtido de VETEC Quimica Fina com 99 % de pureza.

Fosfato de potassio dibasico (K;HPO,): disponivel em pd, mantido a
temperatura ambiente, obtido de VETEC Quimica Fina com 98 % de pureza.

Glutationa redutase (C1oH17N3O6S - GSH): disponivel em p6 (cristalizado),
mantido sob refrigeracédo, obtido de Sigma-Aldrich com 99 % de pureza.

Peroxido de hidrogénio (H,O,): disponivel em liquido, mantido sob refrigeracéo,
obtido de Merck KGaA com 30 % de pureza.

4.2 Degradacdo do acetamiprida por fotocatalise heterogénea com TiO,/UV

O POA uutilizado para degradar o pesticida acetamiprida foi a fotocatalise
heterogénea com TiO,. Durante o processo, foram retiradas aliquotas para proceder com
0s ensaios ecotoxicoldgicos, para verificacdo dos produtos da degradacdo — se estes
foram ou ndo toxicos para 0s organismos testados.

Foi preparada uma solucdo de 500 mL de acetamiprida a uma concentracao de 5
mg L™ e adicionada uma quantidade equivalente a 200 mg L™ de di6xido de titanio.
Antes do inicio do processo de irradiacdo, a suspensdo formada pelo contaminante a ser
degradado em adicdo ao TiO, permaneceu em agitacdo e temperatura ambiente no
escuro, para que ocorresse 0 equilibrio de adsorcdo/dessorcdo. Apds, as amostras foram
levadas para serem irradiadas no reator com lampada de vapor de mercurio de 125 W. O
reator foi composto de uma tampa eliptica, onde se encontra o suporte para lampada de
mercdrio HQL 125 W Osram, colocado a 25 cm da bancada de trabalho. Sob a bancada
e por baixo do reator foi colocado um agitador magnético sobre o qual foram colocados
0s béqueres com as amostras que foram irradiadas, conforme ilustra a Figura 8.

O tempo total de irradiacéo foi de aproximadamente 180 min para cada amostra,
tendo sido retiradas aliquotas para analise ao longo do tempo: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 e 180 min. Apds a retirada de cada aliquota, as amostras foram filtradas e, em
seguida, analisadas em cromatografia liquida para verificar a degradacdo da molécula
inicial.

A radiacdo da lampada de mercdrio foi mensurada com auxilio de um
radidmetro Cole Parmer (series 9811-50), e a temperatura do ambiente foi mantida em
22°C durante a irradiacéo.
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Figura 8 — Reator com ldmpada de vapor de mercdrio utilizada nos experimentos de
fotodegradacdo do agrotdxico acetamiprida.

4.3 Anélise cromatogréfica

O método cromatogréafico para quantificacdo do acetamiprida foi realizada no
HPLC-DAD Agilent 1200 Series (JIMENEZ et al. 2015). A fase movel foi constituida
de acetonitrila, 4gua acidifica (30:70) com écido férmico 20 mol L™, para a fase
estacionaria foi empregada uma coluna C18 Zorbax (250mm X 4,6mm x 5um). Foi
realizadas curvas analiticas para diferentes faixas de concentragdo do composto
dissolvido em &gua, uma com concentragGes mais baixas (0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1;
0,25 e 0,5 mg L™) e outra com concentracdes mais altas (0,5; 1; 2; 4 e 5 mg L) e
volume de injecdo foi de 20 pL. O tempo de retencdo do composto ficou na faixa de 6
minutos e o comprimento de onda maximo utilizado, de acordo com varredura prévia,

foi de 248 nm, resultando nos gréficos da Figura 9.
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Figura 9 — Gréfico da curva analitica de acetamiprida com algumas concentragdes e suas
respectivas areas de pico no HPLC-DAD.

4.4 Ensaios ecotoxicolégicos com minhocas Eisenia andrei

Para o presente projeto, foi avaliada a toxicidade do agrotoxico acetamiprida,

antes, durante e apds o tratamento fotoquimico.

4.4.1 Caracteristicas do solo e cultivo das minhocas

O solo utilizado nos ensaios de fuga e cronico foi coletado no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia, no municipio de Seropédica (RJ) e analisado
pelo laboratério da Embrapa Solos (RJ) para determinacdo das seguintes caracteristicas:
teor de areia (605,5 g.kg?), silte (106,7 g.kg™), argila (287,7 g.kg™) e matéria organica
(8,3 g.kg™). De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS,
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2013), este foi categorizado como Argissolo Vermelho-amarelo e escolhido por ser
considerado um dos mais representativos no territorio brasileiro. No laboratorio de
Toxicologia da Fundagdo Oswaldo Cruz foi determinada a capacidade de campo (CC) e
0 pH do solo em agua (5,7). A umidade do solo foi corrigida e mantida em 60 %
(USEPA, 1996; OEDC, 1984) e ndo houve necessidade de correcdo de acidez.

Os organismos utilizados nos ensaios foram adquiridos no minhocario Arborium
(RJ), transportados e cultivados no laboratério de Toxicologia da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz). Como fonte de matéria organica para os organismos foi utilizado
esterco bovino em temperatura de 25+2°C e com umidade controlada. Apenas minhocas
adultas foram selecionadas nos ensaios, com aproximadamente 2 meses de idade, clitelo
bem desenvolvido e peso individual entre 300 e 600 mg (ISO 11268-1, 2012).
Previamente aos ensaios, 0s organismos foram aclimatados (20+2°C) por 24 horas, em
seguida individualmente lavados com &gua ultra pura e pesados em balanca analitica
Sartorius MC1.

4.4.2 Ensaio de contato em papel de filtro

O ensaio envolveu a exposi¢cdo dos anelideos a substancia teste e aos diferentes
tempos de degradacdo por fotocatalise heterogénea com TiO,, utilizando béquers (50
mL) forrados internamente com papéis de filtro (Whatman N°.2, 12 x 5 cm). Cada papel
filtro foi umedecido com 1 mL de &gua ultra pura (controle) ou 1 mL das varias
concentragfes do composto. Apds preparo do recipiente, foi adicionado um organismo
por béquer, sendo empregadas 10 replicatas por grupo (Figura 10). Os organismos
permaneceram expostos pelo periodo de 72 horas em temperatura controlada (25° C) e
mantidos no escuro. Ao final de 24, 48 e 72 horas de ensaio, 0s organismos foram
pesados e foi contabilizado o total de organismos vivos e mortos para determinar a CLsg
(NBR 12713/2004). Neste ensaio, a concentracio da substancia foi expressa em pg.cm™
(OECD 207, 1984).

Foram realizados dois ensaios de contato utilizando o composto isolado — um
preliminar, para avaliar a toxicidade do acetamiprida e sua CLso, que serd descrito a
seguir e outro com menores concentracdes, para determinacdo da atividade enzimatica
da GST e CAT e quantificacdo da GSH — marcadores de estresse oxidativo — e
citotoxidade do organismo Eisenia andrei frente a substancia. Além de calcular a CLsy,
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0 ensaio preliminar possibilitou a escolha da concentragcdo de acetamiprida a ser
utilizada nos ensaios de fotodegradacdo, uma vez que 3 mg L™ representa,
aproximadamente, o dobro da CLs, encontrada.

No primeiro ensaio, foram utilizados 50 organismos — 10 em contato com agua
para comporem o0s controles e dos outros 40, 10 para cada concentragdo da solucdo
contendo o composto. As concentracOes utilizadas foram de 0,00016; 0,0016; 0,016 e
0,16 pg.cm™. J& no segundo ensaio, foram utilizados 125 organismos, 25 por grupo —
controle e concentragdes de 0,000016, 0,00016, 0,00083 e 0,0016 pg.cm™.

No ensaio de fotodegradacéo, 3 mg L™ de acetamiprida foi misturado a 200 mg
L™ de TiO, e, desta reacéo, foram coletadas aliquotas em 4 momentos para posterior
contaminacdo do papel de filtro: ao inicio da reacdo (Tempo 0 ou TO) e decorridos 15,
60 e 90 minutos, respectivamente T15, T60 e T90. Ao serem analisadas no HPLC, as
aliquotas apresentaram as seguintes concentragdes de acetamiprida, respectivamente:
TO0=2,48 mg L™ T15= 1,75 mg L™; T60= 0,64 mg L™ e T90= 0,28 mg L™ . Que, no
papel de filtro medindo 60 cm?, tinham as concentracdes 0,0413; 0,0216; 0,0106 e
0,00467 pg.cm™, respectivamente. Foram utilizados 125 organismos, que foram

distribuidos 25 por grupo — controle e tempos 0, 15, 60 e 90.

Figura 10 — Experimento ecotoxicolédgico de contato em papel de filtro com minhocas Eisenia

andrei.
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4.4.3 Ensaio de Comportamento (Teste de Fuga)

O teste de fuga foi realizado de acordo com o0 a I1SO 17512-1 (2011). Um
recipiente foi dividido em duas secOes e nele foram depositadas amostras de solo com
200 g cada. Uma das se¢des teve o solo umedecido apenas com &gua ultra pura
(controle) e a outra umedecida com diferentes concentracbes do composto. Apos 0
preparo, a divisoria foi retirada e 10 organismos foram depositados em cada recipiente
(Figura 11). Os recipientes foram fechados com tecido microperfurado para favorecer a
oxigenacdo e evitar fuga. Apo6s 48 horas do inicio da exposi¢cdo, 0s organismos
presentes em cada secao foram pesados e quantificados. A resposta de fuga as diferentes
concentracdes foi obtida através da equacdo Il (1SO, 2011), onde, uma resposta liquida
(RL) positiva significa fuga enquanto que uma RL negativa significa "nédo resposta” ou
"atracdo" pela substancia quimica testada. Uma RL acima de 80 % pode significar

possivel perda de habitat.
Equagdo II: RL = “= % 100%

Onde: RL = Resposta Liquida; C = total de organismos no controle; T = total de organismos no solo

tratado; e 10 = total de organismos por repeticéo.

Foram utilizadas 3 concentracbes do composto diluidas em 4&gua e,
posteriormente, misturadas em 200 g de solo (argissolo vermelho-amarelo). Foram
utilizadas 120 minhocas E. andrei, que foram distribuidas 10 a cada 3 potes de controle-
controle e controle-concentracdes de acetamiprida (1 mg kg™, 0,1 mg kg™e 0,01 mg kg"
1. J4 no ensaio com o composto tratado com fotocatalise heterogénea por TiO,/UV, da
solugdo de 3 mg L™ de acetamiprida em TiO;, a 200 mg L™, foram coletadas aliquotas
em 5 momentos (tempos 0, 10, 30, 60 e 90 minutos). 150 minhocas fora distribuidas em
grupos de 10 a cada 3 potes de tempos. Todos 0s organismos foram pesados ao inicio do
ensaio e colocados entre amostras de controle e diferentes concentracdes do composto.
Ao serem analisadas no HPLC, as aliquotas apresentaram as seguintes concentracfes de
acetamiprida, respectivamente: T0= 2,17 mg L™; T10= 1,62 mg L™*; T30= 0,69 mg L™;
T60= 0,02 mg L™ (0,43; 0,32; 0,14 e 0,004 mg kg™, respectivamente, quando em 200 g

de solo) e em T90 ndo teve area detectada pelo aparelho para calculo da concentracéo.
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Solo contaminado
Solo controle (diferentes concentra¢des de Acetamiprida ou
(somente agua) diferentes tempos de degradagao)

4

Figura 11 — Experimento ecotoxicol6gico de comportamento (teste de fuga) com minhocas E.

andrei.
4.4.4 Ensaio da toxicidade aguda e crbnica em solo natural

O ensaio foi realizado segundo as normas ISO 11268-1 (ISO, 2012) com
algumas adaptagdes. Os experimentos foram realizados sob temperatura, luminosidade e
fotoperiodo controlados. Os organismos eram alimentados semanalmente com 10 g de
esterco bovino e a umidade era corrigida duas vezes na semana, conforme perda de agua
constatada através da pesagem dos potes. Foram utilizados bégueres com 200 g de
Argissolo Vermelho-amarelo cada, umedecidos com 35 mL de solucdo (apenas agua
ultra pura para o controle, varias concentracdes do composto-alvo e varios tempos de
fotodegradagdo). Apos, foram adicionados dez organismos por béquer e cada grupo com
cinco replicatas. Foram testadas diferentes concentracGes de acetamiprida e diferentes
tempos de degradacdo por fotocatalise heterogénea com TiO,. Os béqueres foram
cobertos com tecido microperfurado para permitir a oxigenacao e evitar a saida dos
organismos. Para 0 ensaio agudo, 0 ensaio teve duracdo de 14 dias, no qual foi
observada a mortalidade e a variacdo de biomassa.
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Para ensaio da toxicidade cronica foi feito o prolongando do tempo de contato
dos organismos com as diferentes concentracfes de acetamiprida ou de seus
fotoprodutos, sob as mesmas condicOes, pelo periodo de 21, 28 e 43 dias. Neste ensaio
foi possivel verificar anomalias morfologicas, quantidade de ovos e contagem de
individuos jovens. O ensaio foi realizado de acordo com a norma ISO 11268-2 (2012).

O ensaio somente com o acetamiprida foi realizado com 4 concentragdes do
composto diluidas em agua e, posteriormente, contaminados em 200 g de solo
(argissolo vermelho-amarelo). Foram utilizadas 300 minhocas E. andrei, que foram
distribuidas 10 a cada 6 potes de controle e a cada 6 potes de cada uma das 4
concentracdes (0,1 mg kg™, 0,05 mg kg, 0,01 mg kg™e 0,001 mg kg™).

J& 0 ensaio com os produtos da oxidagdo, foi feita a degradacdo de 3mg L™ de
acetamiprida em TiO, a 200 mg L™ e, desta reacdo, foram coletadas aliquotas em 4
momentos (TO, T15, T60 e T90) para posterior contaminagdo do solo. As solucdes
resultantes dos 4 momentos da fotodegradacdo foram adicionadas em 200 g de solo.
Foram utilizadas 300 minhocas E. andrei, que foram distribuidas 10 a cada 6 potes de
controle e a cada 6 potes de cada um dos 4 tempos (TO, T15, T60 e T90). Ao serem
analisadas no HPLC, as aliquotas apresentaram as seguintes concentracfes de
acetamiprida: TO = 3,89 mg L e T15 = 0,82 mg L™ (0,78 e 0,16 mg kg™),
respectivamente, quando em 200 g de solo) e em T60 e T90 nao teve pico detectavel do
composto para calculo da concentracdo. Para ambos 0s ensaios, todos 0s organismos
foram pesados ao inicio do ensaio e, a cada semana, pesados e contabilizados para
avaliacdo da reprodugdo. Também semanalmente, os potes contendo o solo e as
minhocas, eram acrescidos de 10 g de esterco e de agua, conforme perda avaliada
através do peso dos mesmos. A cada 15 dias até o final do ensaio, que durou 60 dias, 6
individuos de cada concentracdo eram coletados para a realizacdo de ensaio que
avaliaram a atividades enzimatica e citotoxicidade — sendo trés individuos para 0s

ensaios celulares e 0s outros trés para 0s ensaios enzimaticos.

4.4.5 Alteragdes morfologicas

Todos o0s ensaios executados neste trabalho foram acompanhados do registro
fotografico dos efeitos dos poluentes na morfologia da minhoca.
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4.4.6 Avaliacdo da atividade enzimatica relacionada ao estresse oxidativo

Os organismos serdo triturados e homogeneizados individualmente a 10000 rpm
com triturador Ultra Turrax IKA T18 Basic durante 60 seg em 2 mL de solucédo salina
balanceada LBSS (NaCl — 4,18 g, KCI - 0,35 g, MgSO,.7H,0 — 0,27 g, KH,PO, —
0,054 g, Na,HPO, — 0,08 g e NaHCO; — 0,353 g). Os homogeneizados seréo
centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos em centrifuga CIENTEC CT 6000, e em
seguida, os sobrenadantes foram separados e armazenados em banho de gelo para as
andlises posteriores. Para determinar a atividade da enzima catalase (CAT) foi utilizado
0 método reportado por Aebi (1984). Este método espectrofotométrico de cinética
enzimatica envolve o monitoramento do consumo de peréxido de hidrogénio, em um
comprimento de onda de 240 nm, durante um periodo de 15 segundos, e os resultados
s80 expressos em pmol por minuto, por miligrama de proteina. A atividade da enzima
GST (Glutationa S-transferases) foi determinada segundo o método descrito por Habig
et al. (1974). As enzimas GST catalisam a conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno com a glutationa, formando um tioéter, cuja formacdo pode ser medida
por espectrometria (cinética enzimatica), através do aumento da absorbancia em um
comprimento de onda de 340 nm, durante 1 minuto. Os resultados foram expressos em
umol de produto formado por minuto, por miligrama de proteina. Para determinar a
concentracdo de proteina total de cada amostra (organismo) foi utilizado o método de

Bradford (1976) adaptado a leitor de microplacas.

4.4.7 Extracgao e quantificacdo de GSH

A extracdo de GSH foi realizada seguindo o protocolo de Beutler (1975) com
modificagdes por Wilhelm-Filho et al. (2005), no qual, aproximadamente, 50 mg de
amostra de tecido foi homogeneizada em aproximados 500 pL de solucdo tampéo
fosfato de sédio 0,1 mol L™ pH 7,0, contendo sacarose 0,25 mol L™. Logo a seguir, as
amostras foram centrifugadas a 11.000 x g, em centrifuga refrigerada modelo Eppendorf
5430 R por 30 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram, entdo, removidos e transferidos
para microtubos estéreis, previamente nomeados e tratados com DTNB 0,1 mol L™ em
solucdo tampdo fosfato de s6dio pH 8,0 a uma razdo de 1:1. As amostras foram

incubadas no escuro durante 15 min e suas absorvancias foram lidas em cubetas de
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quartzo, em um espectrofotdmetro UV-VIS (Jasco V-530) a 412 nm. As concentragoes
de GSH foram estimadas usando uma curva analitica plotada com GSH como padrédo
externo (MONTEIRO, 2006).

4.4.8 Coleta do fluido celémico para anélises de células

A coleta de fluido celémico foi realizada de acordo com a metodologia de
extrusdo adaptada de Eyamber et al. (1991). Cada organismo foi transferido para um
tubo de ensaio e a este pipetado 200 uL de solucdo de extrusdo, ajustado a pH 7,3. Ap6s
3 min, 800 pL de LBSS (Lumbricus Balanced Salt Solution: NaCl 71,5 mmol L™, KCI
4,8 mmol L™, MgS0,.7H,0 1,1 mmol L™, KH,PO, 0,4 mmol L™, NaHPO,.7H,0 0,3
mmol L™ e NaHCO; 4,2 mmol L) foram adicionados em cada tubo e o organismo
retirado em seguida, conforme adaptacdo do método de Stein et al. (1982). A solugédo
foi mantida refrigerada e, apds repouso por 30 min, 700 uL do sobrenadante foi retirado
e a amostra homogeneizada para execucdo de dois procedimentos posteriores. Para
determinacdo da densidade e a viabilidade dos coelomécitos foram adicionados 30 pL
da amostra com mais 30 pL de corante Tryplan Blue, e desta foram retirados 20 L de
aliquota para que fossem depositados em camara de Neubauer espelhada. A cdmara de
Neubauer foi observada em microscépio com aumento de 10x, acoplado da camera para
registro fotografico das células. Foram contabilizados numeros totais de células coradas
e nédo coradas para determinar a densidade e a viabilidade celular dos organismos. Para
determinar os tipos e a proporcdo das células presentes no sistema imunol6gico do
organismo E.andrei foram pipetados 20 pL de amostra do fluido celémico, em lamina
microscopica para arraste da amostra. Apds 24h de secagem em temperatura ambiente,
as laminas foram submersas em metanol por 10 min e lavadas com &gua ultra pura.
Com a retirada do excesso de agua, as laminas foram submersas em um recipiente com
corante Giemsa 5 % durante 10 min. As células coradas foram analisadas com auxilio
do microscopio com aumento de 100x, e identificadas as proporgBes das células do
sistema imunoldgico do organismo (Figura 12). Todos os procedimentos foram

realizados em duplicata.
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Figura 12 — Esquema da coleta de fluido celdmico de minhocas expostas ao acetamiprida para

analises celulares.

4.4.9 Andlises estatisticas

Foram realizados diferentes testes estatisticos para os diversos experimentos. O
teste de normalidade foi o Shapiro-Wilk. A estimativa de CLs, foi determinada a partir
do teste de Spearman-Karber com limite de confianca de 95 % (Hamilton et al., 1977).
Para o teste de fuga os resultados foram analisados pelo teste Exato de Fisher. A
expressao dos resultados obtidos com o ensaio agudo e crénico com solo e os dados
obtidos da analise do fluido celémico foram comparados com as amostras controle,
através de ANOVA (Anélise de Variancia) com teste de Tukey (a 0,05) quando
exibirem distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis quando obtiverem distribui¢do
ndo normal (o 0,05), utilizando o programa GraphPad Prism ® 5.00.
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5. Resultados

5.1 Experimento de fotodegradacao

A degradacdo do acetamiprida encontram-se ilustrada no grafico a sequir (Figura
13). Na degradacdo do acetamiprida com TiO,UV, metade do composto ja havia sido
degradado em 30 minutos de irradiacdo e totalmente degradado na metade do tempo
total do experimento (90 minutos). Em 120 minutos ja ndo havia mais o composto. Tal

fotocatalise ocorreu de maneira gradual, o que possibilitou a coleta de aliquotas.
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Figura 13 — Gréfico da fotodegradagdo de 5 mg L™ de acetamiprida com TiO,/UV.

5.2 Ensaios ecotoxicolédgicos

Foram realizados trés diferentes ensaios ecotoxicolégicos com a minhoca
Eisenia andrei para avaliar a toxicidade do composto para este organismo — tanto
isoladamente, como com os produtos da fotodegradacdo com TiOxUV — sendo eles:

ensaio de contato, teste de fuga e ensaio da toxicidade aguda e cronica.
5.2.1 Ensaio de contato com papel de filtro com o acetamiprida

Apbs as primeiras 24 horas, a maior concentracdo (0,16 pg.cm®) foi a mais
toxica para os organismos, com morte de 50 % e visivel prejuizo para os que

sobreviveram (Figura 14) — todos com baixo peso, inchago, sensibilidade ao toque e
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extrusdo de liquido celomar. Na concentracdo de 0,0016 ug.cm™, 20 % dos organismos
estavam agitados e apresentando deformidade clitelar (estrangulamento) e na
concentracdo de 0,00016 ug.cm'z, 10 % estavam agitados — estas concentracdes nao
apresentaram mortes e a concentracdo de 0,016 pg.cm™ ndo apresentou mortes nem
efeitos toxicos observaveis. Passadas 48 horas, 100 % dos organismos da maior
concentracdo (0,16 pg.cm™) estavam mortos. Na concentragdo de 0,0016 pg.cm, 20 %
estavam letargicos e apresentando sensibilidade ao toque e deformidade clitelar. E na
concentragdo de 0,016 pg.cm™, mais de 50 % apresentavam um ou mais efeitos téxicos,
como sensibilidade ao toque, inchaco, estrangulamento posterior, letargia ou agitagdo —
estas concentragBes ndo apresentaram mortes e a concentracdo de 0,00016 pg.cm™ ndo
apresentou mortes nem efeitos toxicos observaveis. E, finalmente, apds 72 horas de
ensaio, 40 % estavam mortos e ou 30 % apresentaram sensibilidade ao toque, inchaco e
extrusdo de liquido celomar na concentracdo de 0,016 pg.cm?, 10 % morreram na
concentracdo de 0,0016 pg.cm™ e a concentracdo de 0,00016 pg.cm™ ndo apresentou

mortes nem efeitos toxicos observaveis.

F
Figura 14 — Alteragdes morfoldgicas (inchago e nddulos) apresentadas por organismos E. andrei

ap6s 24 h na concentracéo de acetamiprida de 0,16 pug.cm™ no ensaio de contato.

Com isso, foi possivel determinar a CLsg ap6s 72 horas (0,0186 pg.cm™ou 1,12
mg L, quando em solucdo). A Figura 15 mostra a curva dose-resposta feita com as
concentragdes nas solugBes. Também foi possivel comparar, entre cada concentragdo e
0 controle, a perda de biomassa. A mesma foi estatisticamente significativa para a
concentracdo de 0,16 pg.cm™ (ou 10 mg L™, quando em solucdo) apés 24 horas em

comparagdo com o controle (Figura 16).
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Figura 15 — Grafico com a curva de dose-resposta do acetamiprida para o organismo E. andrei
no ensaio de contato com papel de filtro ap6s 72 h de exposi¢éo.

0.6-
CO0h
B 24h
5 ol mm 4sh
@ i 0 72h
:
*
(@)
@ 0.2-
0.0
™ D D>
@ S S S o
& PP
CJO N. '&‘ cb.

Concentracdes (ug.cm'z)

Figura 16 — Grafico comparativo de biomassa dos organismos E. andrei no ensaio de contato
com papel de filtro. * Diferente estatisticamente em relacdo ao controle (p < 0,05). ** Em 48 e 72 h, ndo
teve n na concentragéo de 0,16 pg.cm™.

No segundo ensaio, foram utilizados 125 organismos, que foram distribuidos 25
por grupo. Todos os organismos foram pesados e observados ao longo do inicio e em

24, 48 e 72 horas de ensaio. Ndo foram observadas altera¢cbes morfoldgicas neste
experimento.
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A viabilidade e a densidade das células do sistema imune, durante todo o ensaio,
ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (Figura 17). J& em relacdo a
contagem diferencial das células de defesa, as concentracdes 0,00083 e 0,0016 pg.cm™
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle ap6s 24

horas para eledcitos e amebdcitos hialinos (Figura 18).
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Figura 17 — Médias da viabilidade (A) e densidade (B) das células imunes no ensaio de contato
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Figura 18 — Distribuicdo da populacdo das células imunes no ensaio de contato com o
acetamiprida. A — 24 h; B — 48 h e C — 72 h. * Eledcitos e amebdcitos hialinos foram diferentes

estatisticamente em relacéo ao controle (p < 0,05).
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Quanto a atividade enzimatica, apesar de os ensaios de GST e CAT ndo
apresentarem diferencas estatisticamente significativas, a CAT, em 48 horas, teve uma
tendéncia de aumento de sua atividade conforme o aumento das concentracdes. O

quantitativo de GSH também ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas

(Figura 19).
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Figura 19 — Variacdo da atividade da GST (A) e CAT (B) e quantitativo de GSH (C) no ensaio

de contato com o acetamiprida.

5.2.2 Ensaio de contato com papel de filtro com o acetamiprida tratado com

TiO;

Ao serem analisadas no HPLC, as aliquotas apresentaram as seguintes
concentracdes de acetamiprida, respectivamente: TO= 2,48 mg L™"; T15= 1,75 mg L™
T60= 0,64 mg L* e T90= 0,28 mg L™ Sendo assim, nas primeiras 24 horas,
organismos do TO e T15 apresentavam nddulos. O quantitativo de organismos com
nodulos aumentou em 48 horas, incluindo também alguns do T60. Em 72 horas de
ensaio, nenhum dos organismos dos tempos 0 e 15 sobreviveu para a realizacdo dos

ensaios de atividade celular e enzimética — aqui, a concentracdo foi préxima a CLsg, por
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isso as mortes. Com o decorrer do tempo, a concentragdo do pesticida diminuiu, assim
como a toxicidade. Alguns organismos do T60 apresentavam nodulag¢fes (Figura 20).

No controle e no T90 ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas.

7 |\

Figura 20 — Alteracdes morfoldgicas (nddulos) observadas ap6s 72h no T60, durante o ensaio de
contato com o acetamiprida tratado com TiO,.

A viabilidade e a densidade das células imunes ndo diferiram significativamente
durante o ensaio em relacdo ao controle (Figura 21). Com relacdo a contagem
diferencial das células imunes, os tempos 0 e 15 apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle ap6s 48 horas para eleécitos e
amebdcitos hialinos (Figura 22).
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Figura 21 — Médias da viabilidade (A) e densidade (B) das células imunes no ensaio de contato

com o acetamiprida tratado com TiO,. * N&o teve n nos tempos 0 e 15 em 72 h.
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Figura 22 — Distribuicdo da populacdo das células imunes no ensaio de contato com o
acetamiprida tratado com TiO,. A — 24 h; B — 48 h e C — 72 h. * Eledcitos e amebdcitos hialinos foram

diferentes estatisticamente em relagéo ao controle (p < 0,05). ** N&o teve n nos tempos 0 e 15 em 72 h.

Quanto a atividade enzimatica, nos ensaios de GST e CAT, as diferengas ndo
foram estatisticamente significativas, bem como o quantitativo de GSH (Figura 23).

52



p ]

GST (Ulg.Ptn)

3000+
CJ24n
3 48h
2000 & 72h & 400
=
|
=
1000+ = 200
[&]
0 0
3 o ) @ Q
&@\ N & » &@\
<y (<4
Tempos de fotodegradagao (min)
C ;.
1 24H
b 1 48H
P @ 72H
o
E
2
b
o 17 I
0- T T

Tempos de fotodegradagédo (min)

o

&

®

Tempos de fotodegradagdo (min)

0 24h
3 48h
B 72h

Figura 23 — Variacdo da atividade da GST (A) e CAT (B) e quantitativo de GSH (C) no ensaio

de contato com o acetamiprida tratado com TiO..

5.2.3 Ensaio de comportamento (teste de fuga) com o acetamiprida

A concentracéo de 0,01 mg kg™ apresentou RL negativa e as concentracoes de

0,1 e 1 mg kg™ apresentaram RL positiva. Sendo que, a concentracdo de 0,1 mg kg™

apresentou uma RL maior que 80 %, 0 que representar um possivel risco perda de
habitat para o organismo E. andrei (Tabela 5). E, dentre os 30 organismos distribuidos

nos 3 potes contendo uma parte do solo contaminada com 1 mg kg™de acetamiprida,

apenas 6 foram encontrados no lado umedecido com o composto — 0s quais estavam

visivelmente mais magros, apresentaram parti¢cdo e ndédulos e um estava morto (Figura

24). Ja nos organismos encontrados nas concentracdes 0,1 e 0,01 mg kg ™'e nos controles

nao foram observados efeitos tOxicos.

53



Tabela 5 — Valores das respostas liquidas obtidas no ensaio de comportamento utilizando trés
concentragdes de acetamiprida.

1mgkg™ 0,1 mg kg™ 0,01 mg kg™

RESPOSTAS 0,6 0,867 -05
LIQUIDAS

Figura 24 — Alteracdes morfologicas (inchaco e nodulos) apresentadas pelos organismos E.

andrei ap6s 48 h de exposi¢do na concentragdo de acetamiprida de 1 mg kg™ no teste de fuga.

5.2.4 Ensaio de comportamento (teste de fuga) com o acetamiprida tratado

com TiO,

Ao serem analisadas no HPLC, as aliquotas apresentaram as seguintes
concentracdes de acetamiprida, respectivamente: TO= 2,17 mg L™ T10= 1,62 mg L™;
T30=0,69 mg L™*; T60= 0,02 mg L™ e T90 no apresentou pico detectavel do composto
para célculo da concentra¢do. Assim sendo, no TO, uma minhoca no controle e uma no
lado contaminado estavam mortas por particdo. J& no T10, duas estavam mortas nos
controles, e, no lado contaminado, uma estava morta por particdo e uma havia fugido.
No T30, duas estavam mortas no controle, sendo uma por particdo e uma havia fugido.
No T60, duas estavam mortas no controle, ambas por particdo. Por fim, no T90, trés
estavam morta no lado contaminado, sendo uma por particdo. Os tempos 0 e 60
apresentaram RL negativa, ndo houve diferenca do tempo 90, onde a RL foi nula e os
tempos 10 e 30 apresentaram RL positiva (Tabela 6).
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Tabela 6 — Valores das respostas liquidas obtidas no ensaio de comportamento utilizando 5 momentos da

reacdo de degradacdo do acetamiprida por TiO,.

TEMPOO TEMPO10 TEMPO30 TEMPOG60 TEMPO 90

RESPOSTAS  -0,46 0,43 0,167 -0,46 0
LIQUIDAS

5.2.5 Ensaio da toxicidade aguda e crbnica em solo natural com o
acetamiprida

No ensaio de toxicidade com o composto isolado, ndo foram observadas
alteracdes morfoldgicas referentes a toxicidade. Ao final dos 60 dias, foi possivel
observar uma variagdo na biomassa das minhocas nas diferentes concentragdes (Figura
25). Também foi possivel verificar a reproducdo das minhocas, com base no numero
encontrado de ovos (20) e filhotes (140), distribuidos nas varias concentracdes, bem
como a relacdo de ovos e filhotes (Tabela 7). Pode-se observar que houve uma reducgéo

no quantitativo de ovos e filhotes conforme se aumenta a concentragdo de acetamiprida.
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Figura 25 — Variacéo da biomassa das minhocas Eisenia andrei no ensaio de toxicidade em solo

com o acetamiprida.
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Tabela 7 — Quantitativo de ovos e filhotes no ensaio de toxicidade em solo com o acetamiprida.

OVOS FILHOTES FILHOTE/OVO
CONTROLE 3 46 15,3
0,001 mg kg™ 11 47 4,27
0,01 mg kg™ 4 20 5
0,05 mg kg™ 0 4 L
0,1 mg kg™ 2 23 115

Sobre a viabilidade e densidade d

as células do sistema imune, ndo houve

diferencas estatisticamente significativas durante o ensaio em relacdo ao controle

(Figura 26). Com relacdo a contagem diferencial das células imunes, nenhum dos tipos

celulares apresentou diferenca estatisticam

durante o ensaio (Figura 27).
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Figura 26 — Médias da viabilidade (A) e

toxicidade em solo com o acetamiprida.

ente significativa em relacdo ao controle

B 3000000- _
3 15dias

""E 3 30dias

£ 2000000- @ 45 dias

1000000+

Densidade (cell

Concentragdes (mg.kg"]

densidade (B) das células imunes no ensaio de

56



B

Distribuigao (% )
Distribulgao {% )

100 . B 10-
3 Eledcito

804 BB A. Hialino 20
O A Granular

60 50

40 40

20 204

c T 0
o

*

[ Eledcito
Il A Hialino
3 A Granular
H 3
o &

Qs

T T T T T
~ N A N
ooéat’-' RO & &
¥) L%)
Concentragdes (mg.kg'1] Concentragbes (mg.kg ™)
c 100+
[ Eledcito
. 80 Il A Hialino
£ 3 A. Granular
& 60
o
S
E 40
a
204
0
- T T T
LN LN M
{\‘@ wq“ o QS?’ &
I

Concentragdes (mg.kg'1)

Figura 27 - Distribuicdo da populagéo das células imunes no ensaio de toxicidade em solo com
0 acetamiprida. A — 15 dias; B — 30 dias e C — 45 dias.

A atividade enzimatica da GST e o quantitativo da GSH ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, porém o quantitativo de GSH apresentou uma
tendéncia de aumento, em 45 dias, relacionada as concentracdes. Ja o ensaio de CAT
apresentou diferenca estatisticamente significativa nas concentracées 0,01 e 0,05 mg kg’
em relagdo ao controle em 45 dias de ensaio, a referida enzima teve sua atividade

aumentada (Figura 28).
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Figura 28 — Variacdo da atividade da GST (A) e CAT (B) e quantitativo de GSH (C) no ensaio

de toxicidade em solo com o acetamiprida. *Diferentes estatisticamente em relacdo ao controle (p < 0,05).

5.2.6 Ensaio da toxicidade aguda e crbénica em solo natural com o

acetamiprida tratado com TiO,

Ao serem analisadas no HPLC, as aliquotas apresentaram as seguintes
concentracdes de acetamiprida: TO = 3,89 mg L™, T15=0,82 mg L™ e em T60 e T90
ndo teve pico detectavel do composto para célculo da concentragdo. Ao final dos 60
dias, foi possivel observar uma variagdo na biomassa das minhocas nas diferentes
concentracgdes, tal como esta representado no grafico (Figura 29) abaixo. Também foi
possivel verificar a reproducdo das minhocas, com base no nimero encontrado de ovos

(19) e filhotes (26), distribuidos nos varios tempos, conforme mostra a tabela (Tabela 8)

que se segue.
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Figura 29 — Variagdo da biomassa no ensaio de toxicidade em solo com diferentes tempos de

fotodegradacdo com TiO..

Tabela 8 — Quantitativo de ovos e filhotes no ensaio de toxicidade em solo com o composto tratado com

TiO,.
OVOS FILHOTES FILHOTE/OVO
CONTROLE 5 3 0,6
TEMPO 0 0 0 _
TEMPO 15 0 4 L
TEMPO 60 8 7 0,87
TEMPO 90 6 12 2

Quanto a viabilidade e densidade das células imunes, ndo houve diferengas

estatisticamente significativas durante o ensaio em relacdo ao controle (Figura 30). Com

relacdo a contagem diferencial das células imunes, o tempo 60 foi estatisticamente

diferente em relacdo ao controle apds 15 dias para eledcitos e amebdcitos hialinos

(Figura 31).
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Figura 30 — Médias da viabilidade (A) e densidade (B) das células imunes no ensaio de
toxicidade em solo com o acetamiprida tratado com TiO,.
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Figura 31 — Distribui¢do da populagdo das células imunes no ensaio de toxicidade em solo com
0 acetamiprida tratado com TiO,. A — 15 dias; B — 30 dias e C — 45 dias. * Diferente estatisticamente em
relagdo ao controle (p < 0,05).

Quanto a atividade enzimatica, apesar de os ensaios de GST e CAT néo
apresentarem diferencas estatisticamente significativas, houve uma tendéncia de
aumento das atividades dos tempos 0 e 15 (tempos em que 0 composto ainda estava
presente) em 15 e 30 dias. O quantitativo de GSH também néo apresentou diferencas

com significancia estatistica (Figura 32).
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Figura 32 — Variacdo da atividade da GST (A) e CAT (B) e quantitativo de GSH (C) no ensaio

de toxicidade em solo com o acetamiprida tratado com TiO..

6. Discussao

Neste trabalho, foi possivel verificar a suscetibilidade do organismo E. andrei
em relacdo ao inseticida acetamiprida. Fato que pode acarretar, inclusive, em um
possivel risco de perda de habitat para tal organismo terrestre, segundo resultados
obtidos nos testes de fuga, que apresentou RL acima de 80 % nas maiores concentragoes
e nos tempos em que ainda continham concentragdes elevadas do composto. Os
organismos encontrados no lado contaminado apresentaram alteracbes morfoldgicas, o
que reforca o carater toxico do composto. Renaud et al. (2017) conseguiram estimar a
concentracdo de acetamiprida com maior risco ambiental para o organismo E. andrei,
que foi de 3,30 mg kg ‘em solo inicialmente contaminado — concentracdo bem préxima
a maior testada neste estudo.

Wang et al. (2012) compararam a toxicidade aguda de vinte e quatro agrotoxicos
pertencentes a seis diferentes classes quimicas para a minhoca Eisenia fetida, utilizando
dois bioensaios: ensaio de contato em papel de filtro e ensaio em solo. No ensaio de

contato, os neonicotindides demonstraram ser extremamente toxicos (valor da CLsg
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variou de 0,0088 a 0,45 pg.cm™ em 48 horas); os piretréides, muito téxicos (valor da
CLso variou de 10,55 a 25,7 pg.cm™ em 48 horas) e os reguladores de crescimento de
insetos, moderadamente téxicos (valor da CLso variou de 117,6 a 564,6 pg.cm™ em 48
horas). Antibioticos, carbamatos e organofosforados induziram respostas de toxicidade
variavel, indo de muito a extremamente toxicos (valor da CLsg variou de 3,64 a 75,75
Hg.cm™ em 48 horas). J4 no ensaio em solo, os resultados mostraram um padréo
diferente de toxicidade, exceto para 0s neonicotindides — que se mantiveram como 0s
mais toxicos entre todos. Sendo assim, as minhocas foram mais sensiveis aos
neonicotindides, cuja toxicidade aguda foi superior a dos antibidticos, carbamatos,
reguladores de crescimento de insetos e organofosfatos. Em contraste, os piretrdides
foram os menos toxicos.

O que chamou a atencdo neste estudo de Wang et al. (2012) foi a alta toxicidade
do acetamiprida, que foi 64.159 vezes mais tdxico que o inseticida tiadiazinona
buprofezina em 48 horas de exposi¢do — considerando a ordem de toxicidade dos vinte e
quatro agrotdxicos testados, o acetamiprida foi o mais toxico e a buprofezina, a menos
toxica. Entre os cinco neonicotindides testados, o acetamiprida apresentou a maior
toxicidade, enquanto que o tiaclopride foi 0 menos toxico para E. fetida. Em relacdo aos
valores da CLsp, 0 acetamiprida foi 51,1 e 31,8 vezes mais toxico do que o0s
neonicotindides tiaclopride e clothianidina, respectivamentemente. A toxicidade do
acetamiprida foi de 901 vezes maior que o piretroide “lambda-cyhalthrin” em 14 dias de
exposicdo em solo, considerando os cinco neonicotindides testados. Os autores
observaram que os dados exibiram relacdo de dependéncia com a concentracdo e a
mortalidade aumentou quando o periodo de exposi¢cdo aumentou para todos 0s
agrotoxicos no ensaio em solo. No presente trabalho, a CLsy de acetamiprida apds 72
horas no ensaio de contato foi de 0,0186 pg.cm’, com alteracdes morfolégicas e morte
de todos os organismos na maior concentracdo (0,16 pg.cm?), o que reafirma o
potencial toxico do composto para minhocas, o que foi condizente com os achados de
Wang et al. (2012).

Observou-se inibicdo no quantitativo de ovos e filhotes, nos ensaios de
toxicidade crénica, nas maiores concentracdes e nos tempos em que ainda continham
concentragdes elevadas do composto — 0 que corrobora com achados de outros autores.
Gu et al (2013) testaram os efeitos do acetamiprida e do imidacloprida na reproducéo e

no inicio do desenvolvimento embrionario de ratos in vitro. A exposic¢do direta pelo
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periodo de 30 minutos ndo afetou significativamente a motilidade e a integridade do
DNA espermatico, mas afetou a capacidade de fertilizagdo in vitro. O que poderia
indicar possiveis efeitos da exposic¢ao a neonicotindides na capacidade de fertilizacdo de
espermatozoides de mamiferos. Wang et al. (2015) avaliaram a toxicidade de cinco
neonicotindides, entre eles o acetamiprida, e observaram que ele reduziu em 40 % a
fertilidade em E. fetida em concentracdes subletais (1,5 mg kg™) — com a producéo e
eclosdo de ovos inibida numa relacdo concentracdo dependente. Observaram também
significativa ruptura de epiderme e do intestino médio ap6s 14 dias de exposicao,
indicando uma alta toxicidade aguda. O acetamiprida exibiu efeito toxico todos os
parametros na concentracdo absoluta de 0,75 mg kg™. A minhoca é a maior biomassa
em terra, sendo muito importante para o solo, é a base da cadeia alimentar terrestre,
logo, quando a populacdo de minhoca € afetada por pesticidas, toda a cadeia alimentar é
afetada (BARTLETT et al., 2010).

Zhang et al (2011) analisaram o efeito do acetamiprida sobre a funcéo
reprodutiva de camundongos machos. Os resultados indicaram que o acetamiprida
diminuiu significativamente o peso corporal e o peso dos testiculos, epididimo, vesicula
seminal e prostata. Além de ter reduzido a concentracdo de testosterona e a contagem,
viabilidade e motilidade dos espermatozoides. O acetamiprida danificou os tubulos
seminiferos, afetando a espermatogénese. Os autores relacionaram estes efeitos toxicos
ao estresse oxidativo causado pelo acetamiprida, que pode afetar a fungédo reprodutiva
masculina através da acdo de seus metabdlitos nos testiculos.

Brunet et al. 2005 estudaram o metabolismo do acetamiprida em abelhas Apis
mellifera através da cromatografia em camada delgada (TLC), que utilizou fosforo para
deteccdo radioativa sob luz UV a 254 nm. Eles analisaram, por 72 horas, seis
compartimentos deste organismo: cabeca, térax, abdome, hemolinfa, intestino médio e
reto. As abelhas foram tratadas por via oral com 100 pg kg™, dose cerca de 1500 vezes
inferior a dose letal. Apos 72 horas, apenas 40 % da radioatividade total foi eliminada,
sugerindo que o acetamiprida e seus metabdlitos tendem a persistir no organismo das
abelhas. Os autores sugeriram que a clivagem do acetamiprida nas abelhas é seguida por
oxidacdo, que resulta no aparecimento do 6-acido cloronicotinico (IC 0), que pode,
entdo, ser convertido no metabdlito U1l (metabolito distinto, mas ndo identificado na
TLC), o qual apresenta uma maior polaridade. Os autores perceberam que IC 0 ndo era
toxico quando aplicado topicamente (sem mortalidade com dose de 50 ug/abelha) , no
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entanto, é muito mais toxico durante a exposicdo cronica oral do que na exposicao
aguda (mais de 100.000 vezes). Provavelmente pelo aumento gradual e cumulativo,
conforme ja tem sido descrito com inseticidas organofosforados e piretroides. Segundo
Brunet et al. 2005, esta diferenca de toxicidade pode ser explicada por uma
incapacidade de doses baixas induzirem sistemas detoxificantes ou pela existéncia de
locais de ligagdo de alta e baixa afinidade para o composto toxico. No caso dos
neonicotindides, a hipdtese é que eles poderiam ativar 0s receptores nicotinicos da
acetilcolina através dos dois sitios de ligacéo.

Cruz-Alcalde et al. (2017) estudaram a degradagdo do acetamiprida por ozonio,
demonstrando que a fracdo de acetamiprida N-desmetil, o &cido 6-cloronicotinico, o N-
ciano-N-metilacetamidina e o N-ciano acetamidina sdo 0s principais produtos de
transformacéo, todos formados atraves da oxidacdo de carbono amina o em combinacéo
com hidrélise. No ensaio de toxicidade para verificacdo da ECsp, eles utilizaram uma
espécie ndo-alvo, a bactéria Vibrio fischeri, e observaram que o tratamento foi mais
toxico que o composto em si, aumentando em 51,6 % a ECsy. O aumento da toxicidade
foi atribuida ao acido 6-cloronicotinico. Por outro lado, no presente trabalho, a
degradacdo do acetamiprida por TiO,, por sua vez, mostrou-se eficaz na reducdo de
toxicidade, uma vez que, ap0s a primeira hora de degradacdo, ndo houve alteracoes
morfolégicas nem mortes nos ensaios ecotoxicoldgicos. Li et al. (2015) estudaram a
degradacdo eletrocatalitica do acetamiprida com didxidos de titdnio e de estanho e
concluiram que 6-CNA (6-chloronicotinic acid) é o principal produto intermediario
antes da clivagem do anel de piridina e que o mecanismo de degradacdo envolveu o
ataque de *OH e H,0,.

Pbde-se constatar perturbagdes na atividade enzimética no ensaio de contato e no
ensaio cronico com o composto isolado, nos quais houve tendéncia de aumento das
atividades da GST e catalase — a primeira atua na biotransformacéo e a segunda, protege
a célula ao converter H,O, em agua — e do quantitativo de GSH — linha de defesa
primaria, mantém o balanco redox da célula — conforme a concentragdo de acetamiprida
e tempo de exposi¢do. No ensaio crénico com o acetamiprida, por exemplo, houve um
aumento estatisticamente significativo da atividade da catalase nas maiores
concentragOes apos 45 dias. Fato que indica que o composto causou estresse oxidativo
no organismo E. andrei, ou seja, um desequilibrio entre a quantidade de espécies

reativas de oxigénio geradas pelo composto com os mecanismos de defesa antioxidante
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da célula. Sendo assim, 0 monitoramento da atividade da GST e da catalase, bem como
a quantificacdo da GSH, mostraram-se eficientes como marcadores de estresse
oxidativo no organismo terrestre E. andrei. Zhang et al. (2014) também observaram
perturbacdes no balanco redox celular ao estudaram alteragcdes bioquimicas causadas na
minhoca E. fetida pelo agrotdxico neonicotindde imidacloprida. Eles monitoraram as
atividades do superoxido dismutase, da catalase, da peroxidase, da celulase, de espécies
reativas de oxigénio e do malondialdeido. Os resultados indicaram que a atividade
destes biomarcadores foi estreitamente relacionada com a dose e duracdo da exposicao.
A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi significativamente estimulada com
exposicao a doses entre 0,66 e 2 mg kg™ e inibida a dose de 4 mg kg™. Este fenémeno
indica que o imidacloprida poderia induzir a formacdo de O, e depois estimular a
biossintese da SOD para proteger as células. Ja as atividades da catalase e da peroxidase
aumentaram irregularmente em doses entre 0,2 e 4 mg kg™. O nivel de espécies reativas
de oxigénio em doses de 2 ou 4 mg kg™ foi significativamente aumentado ao longo de
todo o periodo de exposicdo. Quando a concentracdo de imidacloprida foi maior que
0,66 mg kg™, o equilibrio da atividade das enzimas antioxidantes e o nivel de espécies
reativas de oxigénio foram interrompidos. A atividade da celulase diminuiu
significativamente com a exposicdo prolongada, o que pode causar prejuizos ao
metabolismo bioquimico da E. fetida, uma vez que a celulase é um enzima digestiva.
Por sua vez, o nivel de malondialdeido aumentou com o aumento do tempo de
exposicao, o que significa que a peroxidacdo lipidica foi aumentanda, contribuindo para
o0 dano celular.

Sendo assim, Zhang et al. (2014) concluiram que o imidacloprida ¢é
potencialmente toxico para E. fetida, visto que o neonicotindide causou alteracGes a
nivel bioquimico no organismo estudado, com evidente estresse oxidativo. Os dados
indicam que a sensibilidade da E. fetida ao imidacloprida foi aumentada
com o aumento do tempo de exposigdo. Estes resultados podem ser Uteis para avaliar o
risco deste inseticida em ecossistemas de solo de acordo com os autores.

Foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas nas populagdes
das celulas imunes do organismo E. andrei em comparacdo com 0s controles, nos
ensaios de contato e de toxicidade crénica, o que indica que tais células tentaram
neutralizar o composto. Uma vez que o nimero de eledcitos aumentou e suas secre¢des

participam da desintoxicacdo de tecidos da minhoca, como eliminagcdo de metais
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(COOPER, 1996). Devan et al. (2014) avaliaram o potencial imunotdxico do
acetamiprida em ratos, testando alterages hemato-bioquimicas, resposta dos linfocitos
T e B, funcdo macrofaga, histopatologia dos 6rgaos linfoides e respostas humorais. Os
resultados indicaram que o acetamiprida pode diminuir a resposta do sistema
imunologico e, assim, tornar o individuo suscetivel a uma variedade de doencas. Os
autores concluiram que a administracdo subcrénica de acetamiprida causa diminui¢des
significativas na proliferacdo de linfocitos, bem como causa alteragfes na funcdo dos

macrofagos.

7. Conclusoes

O ensaio de contato com o acetamiprida revelou que o composto foi toxico para
0 organismo E. andrei, que apresentou alteracbes morfoldgicas, como inchaco, particao,
nodulagdes e morte, bem como perda de biomassa — podendo-se determinar a CL50
ap6s 72 horas de exposicdo (0,0186 pg.cm™). Ja no teste de fuga, as respostas liquidas
foram positivas nas maiores concentragdes (1 e 0,1 mg kg™) e nos menores tempos de
degradacdo, indicando risco de perda de habitat, se este cenario fosse em condicdes
reais de contaminacdo. J& no ensaio cronico, houve inibicdo no quantitativo de ovos e
filhotes nas maiores concentracfes e menores tempos de degradacao.

Os marcadores de estresse oxidativo GST e CAT apresentaram tendéncia de
aumento em suas atividades e GSH, em seu quantitativo, relacionada a concentracdo do
acetamiprida ao longo do tempo de exposi¢do nos ensaios de contato e cronico. O que
significa um maior esfor¢co do organismo E. andrei em metabolizar o xenobidtico,
indicando que a substancia foi capaz de causar estresse oxidativo nas minhocas. Por
outro lado, a contagem diferencial das células imunes apresentou diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle, relacionadas & concentracdo do
composto e tempo de exposi¢do, indicando um possivel efeito imunotoxico para E.
andrei.

A degradacdo do acetamiprida por fotocatalise heterogénea com TiO,/UV
promoveu a completa mineralizagdo em 90 minutos no experimento de degradacdo. E,
nos ensaios ecotoxicoldgicos, a degradacdo se mostrou eficiente na reducdo de
toxicidade do composto, uma vez que, tempos iguais ou superiores a 60 minutos, nao

apresentaram perturbacdes morfolégicas, nem enzimaticas ou celulares significativas.
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Também ndo foi observada inibicdo no quantitativo de ovos e filhotes, nem resposta
liquida positiva. Logo, o tratamento se mostrou uma eficaz alternativa para remediacao

de ambientes contaminados com acetamiprida.

8. Recomendacdes futuras

E de extrema relevancia a elucidagdo do mecanismo de interacdo bioldgica dos
principais metabdlitos do acetamiprida em diferentes bioindicadores. Efeitos sinérgicos
com outros agrotdxicos e processo de degradacdo natural também seriam interessante,
visto que ajudaria na escolha ou elaboracdo de um método de remedigdo eficaz e
especifico para diversos cenarios de contaminagdo ambiental.

Sendo assim, sugere-se a realizacdo de estudos adicionais para compreender
melhor a forma com que os organismos E. andrei interagem com os fotoprodutos, bem
como identifica-los. Além de realizar ensaios ecotoxicoldgicos do acetamiprida tratado
com outros processos oxidativos avancados, para comparacdo da eficiéncia com o
TiO,/UV realizado neste estudo.

Estudos sobre o efeito do acetamiprida no organismo Eisenia andrei ainda séo
incipientes, o que sugere cautela no uso deste composto, fazendo-se necessarios mais
estudos sobre a avaliacdo ecotoxicologica do acetamiprida para estimar possivel
reducdo, ou ndo, da toxicidade do composto durante e ap6s o tratamento com outros
POAs. A avaliagdo ecotoxicoldgica em diferentes niveis troficos é importante para
avaliar possiveis riscos as espécies testadas e ao ambiente onde vivem, além de nortear
futuras tomadas de decisdes frente aos possiveis danos do composto-alvo ao

ecossistema onde seu uso estiver em pauta.
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Figura 33 — Recomendac@es para estudos futuros com o acetamiprida. Fonte: Santo, D. G. E.
(2017).
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