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RESUMO

Exposicéo ao fungicida Cerconil WP®: efeitos sobre a reproducdo em modelo

experimental e estrutura quimica do latex de seringueira

O Brasil produz aproximadamente 1% da borracha natural derivada de seringueira
(Hevea brasiliensis) no mundo, sendo o estado de S&o Paulo o maior produtor. O
plantio de seringueira pode ser acometido por doengas fungicas, especialmente a
Antracnose. Isto leva a necessidade do uso de defensivos agricolas, sendo o
Cerconil WP®, composto por tiofanato metilico e clorotalonil, um dos mais utilizados.
Diante da ampla exposicao de trabalhadores rurais e da populacdo do entorno das
plantacbes a estes compostos, torna-se extremamente importante avaliar a sua
possivel toxicidade e impactos a saude. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo identificar os potenciais efeitos teratogénicos e de toxicidade materna da
exposicdo ao fungicida Cerconil WP® em diferentes doses, utilizando o rato como
modelo experimental. Além disso, o estudo também pretendeu identificar os efeitos
deste composto sobre a estrutura quimica do latex de seringueira, via
Espectroscopia de Espalhamento Raman. Para tanto, ratas Wistar adultas prenhes
foram divididas em 4 grupos experimentais, que receberam 0 (controle), 400 (EA),
800 (EB) ou 1200mg/kg/dia (EC) de Cerconil WP®, via gavagem, do 6° ao 15° dia
gestacional (DG). No DG20, as ratas prenhes foram mortas e submetidas a
laparotomia para coleta do Utero gravidico e 6rgdos maternos. Os fetos coletados
foram processados para analise esquelética e visceral. Ratas expostas ao fungicida
apresentaram sinais clinicos de toxicidade. Houve reducdo no peso das ratas no
DG12 em todos os grupos expostos em relacdo ao grupo controle. O peso do figado
materno foi reduzido no grupo EC em relacao ao controle e a andlise histopatologica
do tecido hepético apresentou areas com necrose focal, infiltrado inflamatorio,
presenca de hepatdcitos com nucleo picnoético e area com formacao de degeneracao
gordurosa microvesicular de moderada intensidade nos grupos EB e EC. A
porcentagem de fetos com peso adequado para a idade gestacional foi menor nos
grupos EA e EB, em relacdo aos grupos controle e EC. Além disso, a porcentagem
de fetos pequenos aumentou no grupo EA, em relacdo aos demais grupos
experimentais, e no grupo EB em relacdo ao controle. Foi observado um aumento na
incidéncia total de anomalias esqueléticas nos grupos expostos em relagéo ao grupo
controle. As alteracdes esqueléticas observadas em maior frequéncia foram:
diminuicdo dos centros esternais, auséncia de processo xifoide e vertebras caudais,
malformacdo do supra-occipital e reducdo no numero de falanges anteriores e
metatarsos. As medidas de Espectroscopia de Espalhamento Raman (linha de laser
de 514,5 nm, 25 segundos de exposicdo e 3 a 5 acumulagdes) ndo apresentaram
alteracbes quimicas significativas no latex exposto in vitro a 2g/L de Cerconil WP®,
Os resultados demonstram que a exposicéo oral de ratas prenhes ao Cerconil WP®,
durante a organogénese, pode afetar o desenvolvimento embrio-fetal e causar
toxicidade leve sobre a saude geral materna. No entanto, a estrutura molecular do
latex exposto ao fungicida nao foi afetada nas condicbes experimentais do estudo.

Palavras-chave: clorotalonil, tiofanato metilico, teratologia, reproducado, rato,
Espectroscopia de Espalhamento Raman.



ABSTRACT

Exposure to fungicide Cerconil WP®: reproductive effects in experimental

model and chemistry structure latex of rubber tree

Brazil produces approximately 1% of natural rubber derived from rubber tree (Hevea
brasiliensis) in the world, and Sao Paulo state is the major producer. The plantation
of rubber tree might be stricken by fungal diseases, specially Antracnose. This fact
requires the necessity of agriculture defenders as Cerconil WP®, composed by
thiophanate methyl and chlorothalonil, one of the most used. Facing the large
exposure to these compounds of workers and population that live near plantations, it
is extremely important evaluate its possible toxicity and health impacts. Once that,
the present work had as objective identify potential teratogenic effects and maternal
toxicity of exposure to Cerconil WP® fungicide in different doses, using rat as an
experimental model. Moreover, the study also aimed to identify effects of this
fungicide on the chemistry structure latex of rubber tree, via Raman Spectroscopy.
Therefore, Winstar female rats, adults and pregnant were divided into 4 experimental
groups, that received 0 (control), 400 (EA), 800 (EB) or 1200mg/kg/day (EC) of
Cerconil WP®, via gavage, from 6° to 15° gestational day (GD). In GD20, pregnhant
rats were euthanized and submitted to laparotomy for collection of uterus and
maternal organs. The fetuses were collect, processed to skeletal and visceral
analysis. Rats that were exposure to the fungicide presented clinical signs of toxicity.
Reduction in weight evidenced in all groups in comparison to the Control group in
GD12. Weight of maternal liver was lower in group EC than Control and
histopathologic analysis of hepatic tissue presented areas of focal necrosis,
inflammatory infiltrate, picnotic nuclei in hepatocytes and microvesicular fat
degeneration areas moderated in groups EB and EC. The percentage of fetuses with
adequate weight for gestational age was lower in groups EA and EB, in relation to
the Control and EC groups. Porcentage of little fetuses increased in group EA, in
relation to the other experimental groups, and in group EB in comparison to Control.
In addition, there was an increase of total incidence of skeletal anomalies in groups
exposure in relation to the control. Skeletal alterations observed in higher frequency
were: decrease in esternal centres, absence of xiphoid process and caudal
vertebrae, malformation of suppra-occiptal and reduction on number of anterior and
metatarsus phalanges. Measures of Raman Spectroscopy (laser island of 514,5 nm,
25 seconds of exposure and 3 to 5 accumulations) did not show significant chemistry
alterations on the latex exposure in vitro to 2g/L of Cerconil WP®. Results
demonstrated that the oral exposure of pregnant rats to Cerconil WP®, during
organogenesis, might affect on the embrio-fetal development and cause low toxicity
to general maternal health. However, the molecular structure of latex exposed to the
fungicide was not affect on the experimental study conditions.

Keywords: chlorothalonil, thiophanate methyl, teratology, reproduction, rat, Raman
Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A seringueira (Hevea brasiliensis), pertencente a familia
Euphorbiaceae, é uma espécie de grande importancia por ser a principal fonte de
borracha natural explorada no mundo. O Brasil responde por aproximadamente 1%
da producdo mundial de borracha natural, porém apesar dessa pequena
contribuicdo, o setor tem grande importancia no pais. Isto pode ser confirmado pela
presenca de inimeras industrias de transformacéo, especialmente a pneumatica, e
por um consumo que ainda esta longe de ser atendido pela producdo nacional
(INTERNATIONAL RUBBER STUDY GROUP, 2007).

O déficit de borracha natural chega a quase 179 mil toneladas,
justificando a necessidade de expansédo da heveicultura nacional INTERNATIONAL
RUBBER STUDY GROUP, 2007). A partir de 2003, os plantios de seringueira
voltaram a crescer em S&o Paulo, motivados pelo “Plano de Expansédo da
Heveicultura Paulista” dirigido pela Associacdo Paulista de Produtores e
Beneficiadores de Borracha (APABOR). A producédo nacional esta concentrada nos
estados de Sao Paulo, Bahia, Mato Grosso, Espirito Santo, Minas Gerais e Goias
(RIPPEL; BRAGANCA, 2009).

O plantio de seringueira, assim como o cultivo de outras espécies de
plantas, pode ser atacado por diversas espécies de parasitas, gerando um prejuizo
no rendimento e na producdo de latex. Tal situacdo leva o agricultor a utilizar
defensivos agricolas, a fim de estabelecer um controle e garantir uma boa producao.
Os defensivos agricolas sdo desenvolvidos com o intuito de alterar a composicao da
fauna e flora, eliminando assim efeitos possivelmente nocivos que seres Vivos
podem causar as culturas. Com a elevada utilizacdo tém ocorrido grandes impactos,
pois esses produtos acabam sendo lixiviados, afetando as aguas superficiais, 0s
lencdis freaticos, além de afetar os organismos vivos de uma forma geral, podendo
também influenciar na saide do homem (BRASIL, 2002; CARSON, 2010).

O mercado brasileiro de defensivos agricolas expandiu rapidamente na
ltima década (190%), num ritmo de crescimento maior que o dobro do apresentado
pelo mercado global (93%). Este crescimento coloca o Brasil em primeiro lugar no
ranking mundial, desde 2008. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), na safra 2010/2011, o consumo foi de 936 mil toneladas, movimentando



14

US$ 8,5 bilhBes entre dez empresas que controlam 75% deste mercado no pais
(ANVISA, 2013).

Os defensivos agricolas podem ser classificados de diversas maneiras,
uma delas é de acordo com 0 modo de acéo do ingrediente ativo no organismo alvo,
podendo ser: acaricidas (acdo em Aacaros), bactericidas (acdo em bactérias),
fungicidas (acdo em fungos), inseticidas (agcdo em insetos), herbicidas (acdo em
plantas daninhas), algicidas (algas), rodenticidas (roedores), entre outros (BRASIL,
1997).

Outra forma de classifica-los é dada pela dose letal mediana (DL50),
uma medida padrao de toxicidade aguda, onde séo realizados testes com animais,
por diferentes vias de exposicédo (via oral, dérmica ou respiratoria). Os valores de
DL50 podem variar, estipulando a dose/concentracéo letal para 50% da populagéo
exposta, ou seja, a dose requerida para matar 50% da populacdo de animais em
teste. Entdo, quanto menor o valor da DL50 maior sera a toxicidade, apresentando
maior risco ao ambiente e aos seres humanos (BAIRD, 2002).

Estes compostos constituem hoje um importante problema de saude
publica, tendo em vista a amplitude da populacdo exposta durante a fabricacdo dos
compostos (exposicdo ocupacional e da populacdo do entorno das fabricas), na
agricultura, no combate as endemias e em outros setores nas proximidades de
areas agricolas. Além disso, a populacdo de maneira geral, mesmo sem contato
direto com estes setores, pode estar exposta por meio do ar, agua e alimentos
contaminados.

Entre 2007 e 2011, de acordo com os dados do Sistema de Informacé&o
de Agravos de Notificacdo (SINAN), houve um crescimento de 67,4% de novos
casos de acidentes de trabalho nado fatais devido a defensivos agricolas. Além disso,
o coeficiente de intoxicagbes aumentou em 126,8%, crescimento este maior entre as
mulheres (178%) (CENTRO COLABORADOR DE VIGILANCIA EM ACIDENTES DE
TRABALHO, 2012). A probleméatica € ainda maior quando se trata de avaliar os
efeitos crénicos dos agrotoxicos diante do progressivo aumento do consumo e
intensificacdo do uso dessas substancias no pais (RIGOTTO; VASCONCELOS;
ROCHA, 2014).

Estudos relacionados a alteragcbes em organismos vivos causadas por
defensivos agricolas sdo de extrema importancia para a compreensao das

interacdes que ocorrem entre essas substancias quimicas e 0s organismos Vivos.
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Esses estudos podem contribuir para que se avance na identficacdo dos
mecanismos que levam a toxicidade e no desenvolvimento de tratamentos e
medidas preventivas de intoxicacdes. Além disso, contribui na tomada de decisGes
do poder publico na criacdo de leis e politicas publicas que visem o bem estar da
populacdo exposta aos defensivos agricolas (SILVA; ANTUNES; FAVARETO,
2014).

Entre a variedade de defensivos agricolas disponiveis no mercado,
encontram-se o tiofanato metilico e o clorotalonil. Esses compostos fazem parte da
formulacdo do composto Cerconil WP®, um fungicida amplamente utilizado nos
seringais para eliminacdo e prevencdo da Antracnose, uma doenca causada por
fungos e conhecida popularmente como “mal das folhas” (IHARA, 2008).

O clorotalonil apresenta sinais clinicos de intoxicacao inespecificos e
tem um efeito catartico, o qual, aparentemente, é devido a irritacdo do trato
gastrointestinal. J& o tiofanato metilico apresenta sinais e sintomas de intoxicacao
em animais de experimentacdo, incluindo tremores, convulsdes tdnico-cronicas,
diminuicdo do ritmo respiratorio, letargia e midriase. A inalagdo e manipulacéo
excessiva podem produzir irritacdo do trato respiratério, pele e mucosas (IHARA,
2008).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA), em
roedores, o clorotalonil pode causar alteracdo do desenvolvimento embriofetal,
apenas em doses em que também ha toxicidade materna, o que nao € observado
em coelhos (USEPA, 1999). Também tem sido relatado que o tiofanato metilico
pode levar a retardo do desenvolvimento intrauterino e toxicidade materna (USEPA,
2005).

Os efeitos nocivos do uso de defensivos agricolas para a saude
humana tém sido objeto de diversos estudos que apontam a possibilidade de
ocorréncia de anomalias congénitas, de cancer, doengas mentais e disfungbes na
reproducdo e fertilidade humana. No entanto, estudos sobre os efeitos da
associacao do clorotalonil e tiofanato metilico (Cerconil WP®) sobre a satide humana
e animal, especialmente sobre a reprodugcéo e o desenvolvimento, sGo escassos.
Também ndo foram encontrados estudos sobre o0s possiveis impactos da
associacao destes fungicidas sobre a estrutura quimica do latex de seringueira, que
podem afetar a producdo e qualidade da borracha, ocasionando uma série de

prejuizos econémicos.
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bY

Devido a problemética envolvida, o presente trabalho teve como
objetivo identificar os potenciais efeitos teratogénicos da exposicdo ao fungicida
Cerconil WP® (formulacdo comercial composta por tiofanato metilico e clorotalonil)
em diferentes doses, utilizando o rato como modelo experimental. Aléem disso, o
estudo também pretendeu identificar os efeitos deste composto sobre a estrutura
guimica do latex de seringueira por meio da técnica de espectroscopia vibracional de

espalhamento Raman.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cultivo de seringueira no contexto nacional e regional

A seringueira pertence ao género Hevea (familia das euforbiaceas),
com 11 espécies, das quais, Hevea brasiliensis € a mais produtiva e plantada
comercialmente, com superior qualidade de latex. O género Hevea é originario da
regido amazonica, sendo que as areas de plantio comercial sdo amplamente
distribuidas em todo o mundo. E uma arvore de hébito ereto, podendo atingir, sob
condi¢bes favoraveis, 30 metros de altura. Iniciando a produgdo das sementes aos 4
anos, e entre 6 e 7 anos (quando propagada por enxertia) a producdo de latex
(borracha). Esta pode se prolongar até 35 anos, com aproveitamento de madeira
para processamento mecéanico e energia (galhos), ao final deste periodo. A
seringueira desenvolve-se bem em solos de textura leve, profundos e bem
drenados, ligeiramente acidos (pH 4,5-5,5), em altitudes até 600 m (IAPAR, 2007).

A seringueira tem-se tornado uma das poucas opc¢Oes de cultivo
permanente para sustentacdo do desenvolvimento de vérias regides do Estado de
Sé&o Paulo. Foi por volta de 1941 que o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC)
interessou-se em pesquisar a cultura, em razdo dos resultados de adaptabilidade
observados (CUNHA, 1957). O Brasil foi o maior produtor e exportador mundial de
borracha natural até a década de 1950, quando passou para a condicdo de
importador, produzindo 30% da borracha que consome, sendo as regides do Oeste
Paulista e litoranea as mais adequadas para o cultivo desta planta (MARTINS et al.,
2005; MORENO et al., 2006).

As sementes de seringueira apresentam grande variabilidade
vegetativa e produtiva, sendo usadas somente para a formacao de porta-enxertos
em viveiros, e ndo para plantios a campo. Assim, a propagacao preferencial € por
enxertia, utilizando-se clones vigorosos. O material para plantio consiste de tocos
enxertados e parafinados (com inducdo de raizes), transplantados em sacos
plasticos. Ao apresentarem 1 a 2 "verticilos" foliares maduras, as mudas sao levadas
ao campo. O manejo do plantio inclui a desbrota de ramos ladrées do porta enxerto
e poda das ramificacdes laterais da haste do enxerto até a altura desejada de
formacao de copa (IAPAR, 2007).
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2.2 Borracha natural — Latex

O latex de borracha natural, ao ser extraido, possui coloracédo branca e
consisténcia viscosa, sendo composto basicamente de particulas de poli-isopreno,
compostos ndo borrachosos em menor quantidade, substancias organicas e sais
minerais, dispersos em &gua (CORNISH; WOOD; WINDLE, 1999). Outros
constituintes presentes no latex e relatados em estudos fitoquimicos séao:
polissacarideos, flavandides, lipideos, fosfolipidios e proteinas, ficou comprovado
também a existéncia de alcanos, cetonas triterpénicas, triterpendides, agucares e
acidos graxos (UZABAKILIHO; LARGEAU; CASADEVALL, 1987).

A borracha natural é obtida através da coagulacédo do latex de arvores
do género Hevea brasiliensis, originaria da regido setentrional da América do Sul.
Esta € uma arvore com cerca de 10 a 15 metros de altura, com tronco retilineo e
didmetro aproximado de 30 centimetros. As plantacdes de seringueiras apresentam
uma densidade de, aproximadamente, 450 arvores por hectare e comecam a
produzir apés 7 a 8 anos de plantio (BRASIL, 1993).

O latex de borracha natural extraido da Hevea brasiliensis € um
sistema complexo de particulas coloidais polidispersas suspensas em um Soro
(SETHURAJ, 1992). Dois tipos de particulas predominam: as de borracha e os
lutéides. Destacam-se ainda os complexos de Frey-Wyssling e o soro C, que contém
proteinas anibnicas e sais minerais que conferem estabilidade coloidal ao sistema
(SOUTHORN; YIP, 1968; SETHURAJ, 1992). A composicdo média do latex recém
coletado é apresentada na Tabela 1.

As particulas de borracha natural sdo moléculas de isopreno (Figura 1)
que estado circundadas por uma monocamada composta por uma mistura complexa
de proteinas, lipidios e longas cadeias de acidos graxos, o que confere carga
negativa a particula. Estas particulas podem apresentar dimensdes que variam de 5
a 3000 nm (RIPPEL; GALEMBECK, 2009). A membrana proteica atua como um
antioxidante natural e em pH aproximadamente 10, o sistema coloidal é estavel,
negativamente carregado e disperso na fragdo aquosa do latex (soro). Por ser
vulneravel a degradacédo e coagulacdo por processos quimicos e bioquimicos em
um curto intervalo de tempo, o latex € geralmente estabilizado pela adicdo de
agentes quimicos (BITTENCOURT et al., 1998).
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TABELA 1- Composigéo do latex recém coletado

Composto % em massa no latex
Borracha 25-45
Proteina 1-1,8

Carboidratos 1-2
Lipideos neutros 0,4-1,1
Lipideos polares 0,5-0,6

Inorganicos 0,4-0,6

Aminoécidos, aminas, etc. 0,4-0,6
Agua 49 -71

Fonte: RIPPEL, 2005

FIGURA 1 — Estrutura quimica da parte isoprénica da borracha natural

Fonte: RIPPEL, 2005.

Os lutdides formam o segundo componente principal do latex de Hevea
brasiliensis. Eles sdo constituidos de proteinas (soluveis e insoluveis), fosfolipidios e
sais minerais (D"’AUZAC; JACOB; CHRESTIN, 1989; BLACKLEY, 1997), ligados ou
circundados por membranas e sdo, em meédia, maiores do que as particulas de
borracha. Eles tém de 2000 a 5000 nm de diametro, ligados por uma membrana de
cerca de 8 nm de espessura também com carga negativa.

Os constituintes dos lutdides sdo chamados de soro B e contém
diversos elementos, como calcio, magnésio, potassio e cobre, além do carbono e
hidrogénio provenientes do isopreno e proteinas catidnicas (SCHOON; VAN DE BIE,
1955; RIPPEL; LEITE; GALEMBECK, 2000). Tais elementos tem ag&o floculante

sobre as particulas de borracha no latex, auxiliando no processo de coagulacéo



20

(RIPPEL, 2005). O soro B do latex natural tem densidade de 1,020 g/cm® e contém
diferentes espécies quimicas como carboidratos, eletrolitos, proteinas e
aminoacidos. A principal implicacdo dos carboidratos no latex € que estes séo
oxidados microbiologicamente a acidos volateis (formico, acético e propiénico) se o
latex ndo é adequadamente preservado. A presencga do carboidrato € considerada
uma medida da qualidade do latex (BLACKLEY, 1997).

O soro C do latex contém, além de proteinas, bases nitrogenadas
como colina, aminoacidos, anions inorganicos (fosfatos e carbonatos), sais minerais
encontrados no soro B e outros de rubidio, manganés, sodio, potassio, cobre,
magnésio, ferro e zinco (ARIYOSHI et al., 1997; FIORAVANTI, 2009). Estes
elementos sdo absorvidos do solo, transportados na seiva e participam de reacdes
gue envolvem a biossintese do latex (PIERRE; JEAN-LUC, 2003).

Sabe-se que o latex de seringueira apresenta algumas propriedades
anicas, superiores a qualquer outro polimero, e até mesmo ao seu analogo sintético.
A boa elasticidade, combinada com a baixa histerese mecénica, faz da borracha
natural um material importante na producdo de pneus, elementos de suspenséo e
para-choques (BIKALES; MARK; GAYLORD, 1973). E utilizada também na
fabricacdo de produtos leves com alta resisténcia como balBes, luvas cirargicas e
preservativos (DALL’ANTONIA et al., 2006).

A utilizacdo de borracha natural destaca-se, também, em inovacdes
tecnoldgicas, como argamassas para construcao civil, indastria aeronautica e naval,
tubos para usos em hospitais e centros cirdrgicos, compdsitos condutores e
materiais de alta precisdo como vélvulas e retentores. Existem inUmeras patentes
registradas a respeito de artefatos de borracha natural, sendo varias dessas
patentes de propriedades de empresas lideres mundiais (RIPPEL, 2005).

A borracha natural é uma importante matéria-prima agricola renovavel
essencial para a manufatura de um amplo espectro de produtos em todos 0s ramos
da atividade humana. Considerado um produto estratégico, € ao lado do aco e do
petréleo (matérias-primas ndo renovaveis), um dos alicerces que sustentam o
progresso da humanidade (IAPAR, 2007). No Brasil, o Estado de S&o Paulo é a
area de producéo de latex mais importante e é responsavel por 55% da producéo de
borracha brasileira, totalizando aproximadamente 75.000 toneladas de borracha por
ano (IAC, 2011).
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O latex usado neste trabalho foi colhido de arvores da seringueira
Hevea brasiliensis, clone RRIM 600, o mais plantado na regido do Planalto do
Estado de S&o Paulo, por apresentar bom desempenho e vigor na producéo. E um
clone secundario desenvolvido pelo Rubber Research Institute of Malaysia — RRIM.
Apresenta arvores altas, com caule vertical e de rapido crescimento quando jovem.
A alta producdo é seu ponto de destaque, sendo um dos que apresenta maior
produtividade de borracha seca (IAC, 2011).

2.3 Defensivos agricolas: fungdes e impactos ambientais

Os defensivos agricolas sdo biocidas usados na agricultura com vistas
a eliminar alguma forma de vida, sdo compostos aplicados para exterminar as
pragas, plantas concorrentes e doengas das plantas. Esses produtos se constituem
em um dos maiores poluentes quimicos lancados em nosso planeta. S&o utilizados
também em setores diversos, como no controle de pragas que atingem os jardins,
de vetores implicados nas endemias vetoriais regionais, no ambiente intradomiciliar
para eliminar insetos, no controle de populagbes de ratos na regido urbana, na
erradicacdo de vegetacdo ao longo de ferrovias e rodovias e no setor pecuario
(GRISOLIA, 2005).

No Brasil, estas substancias sado referidas como praguicidas,
defensivos agricolas e mais recentemente de agrotéxicos. Esta ultima nomenclatura
somente foi adotada ap0s a sancao da Lei Federal n°. 7.802, de 11 de julho de 1989,
atualmente regulamentada pelo Decreto 4.074, de 04 de janeiro de 2002, que torna
claro o carater danoso destas substancias capazes de destruir vida animal e vegetal.

Os primeiros defensivos agricolas a serem utilizados no mundo foram
os organoclorados no ano de 1872, que foi descoberto pelo aleméo Ottmar Zeidler, e
foi inicialmente representado pela substancia diclordifenil-tricloroetano. A utilizagéao
de defensivos agricolas na agricultura teve inicio na década de 1920, tendo sua
aplicacao se expandido por ocasido da 22 Guerra Mundial, quando foram utilizados
como arma quimica. O uso dessas substancias se tornou mais amplo a partir desse
periodo. No Brasil, foram inicialmente utilizados nos programas de saude publica,
com vistas ao controle de vetores (ROQUETO, 2012).

Os defensivos agricolas foram introduzidos na agricultura com o intuito

de promover a modernizagcdo e elevar o grau de produtividade do setor. Havia
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interesses econdmicos, por parte dos grandes proprietarios, em promover o
abastecimento de alimentos as cidades e industrias. Desde o século XVI a adubacao
com esterco animal e com outros meios de origem organica tornava-se a cada dia
mais inviavel, pois existia uma intencionalidade em fornecer matéria-prima em
grande quantidade para o setor industrial e para o0 mercado (ROQUETO, 2012).

O processo produtivo agricola brasileiro esta cada vez mais
dependente dos defensivos agricolas e fertilizantes quimicos. Segundo dados da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio da Industria
dos Defensivos agricolas da Universidade Federal do Parana (UFPR), divulgados
durante o 2° Seminario sobre Mercado de Defensivos agricolas e Regulacéo,
realizado em Brasilia (DF), em abril de 2012, enquanto, nos ultimos dez anos, o
mercado mundial de defensivos agricolas cresceu 93%, o mercado brasileiro
cresceu 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu 0 posto
de maior mercado mundial de defensivos agricolas (ANVISA; UFPR, 2012).

Na safra, que envolve o segundo semestre de 2010 e o primeiro
semestre de 2011, o mercado nacional de venda de defensivos agricolas
movimentou 936 mil toneladas de produtos, sendo 833 mil toneladas produzidas no
Pais, e 246 mil toneladas importadas (ANVISA; UFPR, 2012). Em 2010, o mercado
nacional movimentou cerca de US$ 7,3 bilhdes e representou 19% do mercado
global de defensivos agricolas. Em 2011, houve um aumento de 16,3% das vendas,
alcancando US$ 8,5 bilhdes, sendo que as lavouras de soja, milho, algoddo e cana-
de-acucar representam 80% do total das vendas do setor (SINDICATO NACIONAL
DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA DEFESA VEGETAL, 2012).

De acordo com um estudo realizado pela ANVISA e UFPR (2012),
existe uma concentracdo do mercado de defensivos agricolas em determinadas
categorias de produtos. Os herbicidas, por exemplo, representaram 45% do total de
defensivos agricolas comercializados. Os fungicidas respondem por 14% do
mercado nacional, os inseticidas 12% e as demais categorias de defensivos
agricolas 29%.

Na safra de 2011 foram plantados no Brasil, 71 milhdes de hectares de
lavoura temporéria (soja, milho, cana, algodao) e permanente (café, citricos, frutas,
eucaliptos), correspondendo a cerca de 853 milhdes de litros de defensivos
agricolas pulverizados nessas lavouras, principalmente de herbicidas, fungicidas e

inseticidas. Estes dados representam média de uso de 12 litros/hectare e exposi¢ao
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média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de defensivos agricolas por
habitante (IBGE, 2012).

O uso incorreto de produtos quimicos em areas agricolas representa
grande ameaca ao meio ambiente. A natureza organica das moléculas de muitos
produtos permite sua degradacdo, sendo necessario estudar os destinos e as
consequéncias do transporte destas moléculas e seus residuos (MATTOS; SILVA,
1999). Do ponto de vista ambiental, a crescente utilizacdo de insumos quimicos
podera acarretar consequéncias catastroficas, entre elas a contaminacdo de agua
potavel, que é uma grande preocupac¢do mundial. Parte dessa preocupacgéo se deve
ao fato de a maior parte dos biocidas produzidos acabarem atingindo a agua, seja
por deriva durante a aplicacdo, residuos de embalagens vazias, lavagem de
equipamentos, ou, até mesmo, efluentes de industrias de biocidas (ROMERO et al.,
2004).

2.4 Defensivos agricolas: impactos causados a saude

Além da contaminagdo ao meio ambiente, outra polémica relacionada
aos defensivos agricolas é o dano causado a saude. As estimativas da incidéncia de
problemas de saude humana relacionados com a utilizacdo de defensivos agricolas
€ muito variavel. Os danos para o organismo humano comec¢aram a ser noticiados a
partir dos anos sessenta, com relatos de casos de intoxicacdo por organoclorados
entre trabalhadores rurais. Esta classe passou a ser proibida pela legislacdo de
véarios paises. Estima-se que entre 500 mil e 2,9 milhdes de pessoas no mundo séo
intoxicadas anualmente, com uma taxa de fatalidade de 1%, aproximadamente
(JEYEARATNAM, 1985). A maioria dos casos de doencas relacionadas a defensivos
agricolas envolve o uso de organoclorados e organofosforados que possuem
atividade neurotdxica (US CONGRESS OFFICE OF TECHNOLOGY ASSESSMENT,
1990; ARAUJO, 2000).

A ampla utilizacdo de defensivos agricolas, o desconhecimento dos
riscos associados a sua utilizacdo, o consequente desrespeito as hormas basicas de
seguranca, a livre comercializacdo, a grande pressdo comercial por parte das
empresas distribuidoras e produtoras e os problemas sociais encontrados no meio
rural constituem importantes causas que levam ao agravamento dos quadros de

contaminagao humana e ambiental observados no Brasil. A esses fatores podem ser
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acrescentados a deficiéncia da assisténcia técnica ao homem do campo, a
dificuldade de fiscalizagdo do cumprimento das leis e a culpabilizacdo dos
trabalhadores como contribuintes para a consolidacdo do impacto sobre a saude
humana, decorrente da utilizacdo de defensivos agricolas, como um dos maiores
problemas de saude publica no meio rural, principalmente nos paises em
desenvolvimento (PIMENTEL, 1996; PERES, 1999; OLIVEIRA-SILVA; MEYER,;
MOREIRA, 2000).

Os resultados do Programa de Analise de Residuos de Defensivos
agricolas em Alimentos (PARA) da ANVISA (2013) mostram que 36% das amostras
coletadas em todo o Brasil em 2011 e 29% das amostras de 2012 apresentaram
resultados insatisfatorios. As irregularidades consistem em quantidades de
defensivos agricolas acima do Limite Maximo de Residuo (LMR) permitido e outra
guando a amostra apresenta residuos de defensivos agricolas ndo autorizados para
o alimento pesquisado. Das amostras insatisfatorias, cerca de 30% se referem a
defensivos agricolas que estédo sendo revisados pela ANVISA.

Além da contaminacdo direta do alimento, ha outras fontes de
contaminacdo que sdo expressivas no pais, como por exemplo, o cultivo da cana-
de-acucar. Segundo um levantamento realizado por Armas et al (2007) na regido da
sub-bacia do Rio Corumbatai (integrante da bacia do Rio Piracicaba), no periodo de
janeiro de 2000 a dezembro de 2003, 85% do volume total de glifosato, atrazina,
ametrina, 2,4-D, metribuzim, diuron e acetocloro consumidos foram destinados a
cana-de-agucar. Outro estudo realizado entre 2004 e 2005 na mesma sub-bacia
detectaram, em amostras de agua os herbicidas hexazinona, glifosato, clomazona e
do grupo das triazinas (ametrina, atrazina e simazina), sendo a cultura de maior
expressdo a de cana-de-agUcar. Os niveis de deteccdo mais elevados foram das
triazinas: ametrina 0,7-2,9 pg.L™, atrazina 0,6-2,7 ug.L™ e simazina 0,3-0,6 pg.L™.
(ARMAS et al., 2005).

Outra possivel fonte de contaminacdo importante no Estado de Sao
Paulo € a producéo de seringueira, a principal fonte de borracha natural do mundo.
Lima (1996) apresenta em um estudo de controle quimico de plantas invasoras de
seringais que os principais defensivos agricolas utilizados sao o diuron, glifosato, 2-
4-D e metalocloro. Outros defensivos agricolas entram nessa lista: benomyl,
carbendazim, malathion e endosulfan (MELO et al., 2008). Outras substancias

guimicas dentre as variedades de defensivos agricolas encontrados no mercado de
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defensivos agricolas, encontram-se o tiofanato metilico e o clorotalonil. Esses
compostos fazem parte da formulagdo do composto Cerconil WP®, um fungicida
amplamente utilizado nos seringais para eliminacdo e prevencado da Antracnose e

material de estudo do presente trabalho.

2.5 Defensivos agricolas e altera¢fes reprodutivas

Dentre os possiveis efeitos adversos causados a saude humana e
animal, destacam-se as alteracbes reprodutivas e do desenvolvimento embriofetal,
muitas vezes, associadas a desregulacdo enddcrina causada por defensivos
agricolas. A exposicdo intrauterina a estes compostos pode causar restricdo de
crescimento e o aumento da incidéncia de malformacdes fetais (MATSUMOTO et al.,
2010; WICKERHAN et al., 2012). J4& no sistema reprodutor masculino, alteracdes
como diminuicdo de espermatozoides e aumento de espermatozoides danificados
(apresentando dano do DNA) sdo exemplos que podem ocorrer em animais
expostos a esses compostos (BAIRD, 2002; DALLEGRAVE, E. et al. 2007;
GHISELLI; JARDIM, 2007; SPIRO; STIGLIANI, 2008; AKCHA; SPAGNOL; ROUXEL,
2012; FEYZI-DEHKHARAGNI et al., 2012).

Estudos de exposicéo in utero, durante o periodo da organogénese,
aos praguicidas Glifosato-Roundup (DALLEGRAVE; LANGELOH, 2003), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (AMARANTE JUNIOR et al. 2002) e trifenil hidroxido de
estanho (SARPA et al., 2007) demonstraram o aparecimento de anormalidades
esqueléticas e atraso de desenvolvimento ésseo em fetos de rato e camundongo.

Também tem sido demonstrado que o herbicida Linuron pode levar ao
aumento de perdas pos-implantacdo e morte pés-natal, além de baixo peso corpéreo
ao nascimento em ratos. Ja em coelhos, este praguicida pode levar a um aumento
de abortos, com consequente redugdo do numero de fetos por ninhada, e incidéncia
significativa de fetos com malformacdes 6sseas do cranio (USEPA, 1995). O Linuron
também pode reduzir a producédo de testosterona fetal o que leva a malformacdes de
tecidos andrégeno-dependentes (WILSON et al.,, 2009), além de decréscimo da
distancia anogenital, aumento de retencdo de mamas e indugcédo de malformagdes do
epididimo, juntamente com a distrofia testicular (MCINTYRE et al., 2000).

Khera et al. (1979) administraram dose de 500 mg/kg de Diuron (80%
de pureza) dissolvido em 6leo, em ratas prenhes do 6 ao 15 dia de gestacdo e
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observaram diminuicdo do peso materno e dos fetos. No mesmo experimento, doses
de 250 e 500 mg/kg aumentaram a incidéncia de fetos com malformagdes.

A exposicdo gestacional a atrazina pode causar alteracdes de
desenvolvimento devido a possibilidade de transferéncia placentaria. Dentre as
possiveis alteracdes fetais destacam-se: a reducdo da dopamina fetal (LI et al.,
2014) e implicagcbes pods-natal como aumento da incidéncia de morte pés-natal
(FRAITES et al., 2011) e atraso da instalacdo da puberdade (ROSEMBERG et al.,
2007; DAVIS et al., 2011).

2.6 Cerconil WP®

Cerconil WP® é um defensivo agricola do grupo dos fungicidas,
composto por 200 g/kg de tiofanato metilico, 500 g/kg de clorotalonil e 300 g/kg de
ingredientes inertes. Se apresenta em forma de pd molhavel e possui classe
toxicoldgica 1, sendo extremamente téxico. Sua classificacdo do potencial de
periculosidade ambiental € classe Il, muito perigoso ao meio ambiente (IHARA,
2008).

O tiofanato metilico (Figura 2) é um fungicida sistémico utilizado em
uma variedade de plantacbes. Essa substancia degrada rapidamente em solo de
texturas, sendo a taxa de conversdo quatro vezes mais rapida em solo com pH 7,4
do que em solo com pH 5,6. 90% da substancia é degradado em um periodo de 6 a
18 semanas em solos de vérias texturas (ROQUETO, 2012). Os principais sintomas
de intoxicacdo aguda pelo tiofanato metilico incluem tremores e 1 a 2 horas apos a
exposicao a doses elevadas que levam a convulsdes tdnico-clénicos (ROQUETO,
2012).

FIGURA 2 — Estrutura quimica do tiofanato metilico
S (o)
NH— |(|:— NH— ﬂ)— OCH3

NH— |(|3— NH— fl:_ OCH,
S o

Fonte: ANVISA, 2005.
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O clorotalonil (Figura 3) é um fungicida n&o sistémico, de largo
espectro, que vem sendo intensivamente utilizado em todo o mundo ha mais de 30
anos. No Brasil, é indicado para diversas -culturas olericolas, frutiferas e
ornamentais, além de alguns tipos de gréos, como o feijéo e a soja (COMPENDIO
DE DEFENSIVOS AGRICOLAS, 1993). Segundo Cox (1997), este fungicida é o
segundo mais utilizado nos Estados Unidos, com cerca de 5 milhdes de kg aplicados
anualmente. Ele também figura entre os mais utilizados no Brasil, com um volume de
vendas anual de 1,6 milhdo de kg, o que representa um mercado de 1,6 milhdes de
dolares. Seu principal mecanismo de acao envolve rea¢des com grupos sulfidrilos e
glutationas presentes em proteinas e cofatores de fungos (ROBERTS et al., 1999).

O clorotalonil é um representante do grupo quimico dos
organoclorados. Geralmente, as moléculas pertencentes a esse grupo apresentam
alta persisténcia e elevada toxidez, sobretudo para os mamiferos (MONTGOMERY,
1997), sendo consideradas como poluentes em potencial ao ambiente. Entretanto, é
considerado pouco persistente no ambiente, apresentando valores de meia vida de
dissipacdo que variam de 5 a 36 dias, reflexo da rapida transformacao
microbiolégica e da elevada formacao de residuos ligados, resultante da alta taxa de
sorcdo dessa molécula (REGITANO et al., 2001).

FIGURA 3 — Estrutura quimica do clorotalonil

CN
Cl Cl

Cl CN
Cl

Fonte: ANVISA, 2009.
2.7 Técnicas de espectroscopia
As medidas baseadas na luz ou outras formas de radiacdo

eletromagnética sdo amplamente empregadas em quimica analitica. As interacdes

da radiagdo com a matéria sdo o objeto de estudo da ciéncia da espectroscopia. Os
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métodos espectroscipicos de andlise sdo baseados na medida da quantidade de
radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdmicas de
interesse (SKOOG; WEST; HOLLER, 2006).

A classificacdo dos métodos espectroscopicos é baseada na regidao do
espectro eletromagnético envolvida na medida. As regides espectrais que tém sido
empregadas incluem os raios vy, 0s raios X, ultravioleta (UV), visivel, infravermelha
(IV), microondas e radiofrequéncia (RF). De fato, o uso corrente estende mais ainda
o significado da espectroscopia de forma a incluir técnicas que nem mesmo
envolvem o uso de radiacdo eletromagnética, como a espectroscopia acustica, de
massas e de elétrons (SKOOG; WEST; HOLLER, 2006).

A espectroscopia tem desempenhado um papel fundamental no
desenvolvimento da teoria atdbmica moderna. Além disso, 0s métodos
espectroquimicos tém provido talvez as ferramentas mais amplamente empregadas
para a elucidacéo de estruturas moleculares, bem como na determinacédo qualitativa
e quantitativa de compostos organicos e inorganicos (SKOOG et al., 2010). No
presente trabalho a técnica utilizada foi a Espectroscopia de Espalhamento Raman

para avaliacdo das possiveis alteracdes quimicas causadas ao latex de seringueira.

2.7.1 Espectroscopia de Espalhamento Raman

Na Espectroscopia de Espalhamento Raman a radiacdo incidente,
geralmente no visivel, € espalhada pela molécula com uma energia ligeiramente
diferente da energia da radiacdo incidente, de forma que a diferenca de energia
entre a radiacdo incidente e a radiacdo espalhada esta na regido do infravermelho
do espectro. Na espectroscopia IR os modos vibracionais sédo permitidos desde que
haja uma variagdo do momento de dipolo induzido na molécula pela radiacao
incidente, enquanto que no espalhamento Raman deve haver uma variagdo da
polarizabilidade induzida na molécula pela radiacdo incidente (SALA, 1996).

Ainda no caso Raman, outra abordagem € que a incidéncia da radiacéo
eletromagnética produz uma perturbacédo dependente do tempo, a qual se manifesta
por um estado virtual de energia. Quando os estados estaciondrios final e inicial séo
0s mesmos, diz-se que o efeito da perturbacdo € o espalhamento Rayleigh, para o
qual as frequéncias das radiacdes incidente e espalhada sdo as mesmas. Quando a

frequéncia da radiacdo espalhada é maior que a da radiacédo incidente, tem-se o
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espalhamento Raman anti-Stokes como resultado da transi¢cdo da molécula para um
estado vibracional de menor energia. No caso contrario, ou seja, quando a
frequéncia da radiacdo espalhada € menor que a da radiacédo incidente, tem-se o
espalhamento Raman Stokes (LASERNA, 1996).

O espalhamento Raman Stokes é mais intenso que o Raman anti-
Stokes a temperatura ambiente, pois sua probabilidade de ocorrer € maior, uma vez
que ele se da para as moléculas situadas no estado fundamental de energia. No
caso Raman anti-Stokes, o espalhamento ocorre para moléculas situadas em um
estado vibracional excitado, cuja populagdo € menor que no estado vibracional
fundamental a temperatura ambiente, dai sua probabilidade de ocorrer ser menor
(LASERNA, 1996).

A Figura 4 mostra esquematicamente um diagrama de energia
envolvendo os espalhamentos Raman (Stokes e anti-Stokes) e Rayleigh. Quando a
energia da radiagdo incidente coincide com uma transicdo eletrdbnica da molécula
que espalha a luz tem-se o espalhamento Raman ressonante (RRS), o qual
aumenta fortemente a probabilidade de uma transicdo que resultara em um
espalhamento Raman (aumenta a secdo de choque do espalhamento Raman em

um fator em torno de 10°) (LASERNA, 1996).

Figura 4 — Diagrama de niveis de energia ilustrando a origem dos espalhamentos

Raman e Rayleigh

3
Estado excitado 2
eletrénico 1

0
Espalhamento  Espalhamento Espalhamento
Rayleigh Raman Raman
E=hv E=hv+ AE Ressonante
Estado E=hv i
i AE
virtual E=hv :
4
w
< b
> <
= T
T w
| |8
& |2
C
<
3
Estado fundamental 2
eletrénico 1 v T AE

0
Fonte: LASERNA, 1996.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Fungicida de estudo

Para conhecimento das principais substancias utilizadas para melhoria
de produtividade do latex de seringueira e escolha dos compostos a serem
estudados, foi realizado um levantamento documental in loco junto as cooperativas e
produtores de seringueira na regiao do Pontal do Paranapanema e da Alta Paulista.
Desta forma, foram identificados e escolhidos os compostos a serem estudados.

Assim foram utilizados durante o estudo o tiofanato metilico [Dimetyl-4-
4'-(o-phenylene) bis (3-thioallophanate)] e o clorotalonil (Tetrachloroisophthalonitrile),
na formulacéo comercial Cerconil WP®.

Para caracterizagdo dos fungicidas de estudo, foi realizado
levantamento bibliografico sobre composicdo quimica, toxicologia e impactos

ambientais e a saude humana e animal.
3.2 Andlises quimicas do latex de seringueira

A amostra de latex de seringueira, pertencente ao clone RRIM 600, foi
coletada no Sitio Irmaos Brioschi, localizado no municipio de Tupi Paulista — SP. O
latex foi estabilizado com hidréxido de aménio 15% no ato da coleta e armazenado
sob refrigeragéo.

A preparacdo dos filmes foi realizada nos laboratérios de Quimica do
campus Il da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE. As andlises de
Espalhamento Raman foram realizadas no Laboratério de Filmes Finos e
Espectroscopia Raman da UNESP, campus Presidente Prudente, sob a supervisao
e colaboracéo do Prof. Dr. Carlos José Leopoldo Constantino.

Para a realizacdo das medidas de Espectroscopia de Espalhamento
Raman foram preparados filmes de latex e latex com Cerconil WP®. Para a obtenc&o
do filme contendo latex puro, o material foi depositado em placa de petri e levado a
capela para coagular naturalmente. O filme contendo latex e Cerconil WP® (2g/L —
dose utilizada na agricultura) foi preparado com auxilio de agitador magnético para
homogeneizacdo a 100 rpm. Apdés homogeneizada, a mistura foi depositada em

placa de petri e levada a capela para coagulacéo.
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A fim de observar a presenga do Cerconil WP® no latex ou possiveis
alteracdes quimicas causadas pela interacdo com os defensivos agricolas foram
realizadas medidas de Espalhamento Raman. Foram coletados os espectros, e
partir deles fez-se uma comparacdo do espectro dos filmes de latex puro, do
Cerconil WP® e do latex com Cerconil WP®,

Os espectros de Raman foram obtidos com um espectrografo
Renishaw Modelo in-Via equipado com um microscépio Leica. Os espectros foram
coletados usando uma camara de CCD Peltier (-70°C), espectrografo equipado com
grade de 1800g/mm, resolucdo de 4 cm™ e uma lente de 50x para focar o laser em
uma regido de 1pm?. Na aquisicdo e anélise de dados utilizou-se o programa WIRE
para Windows GRAMS/AT Versédo 9.2 da Galactic Industries.

3.3 Andlise da toxicidade materna e dos efeitos teratogénicos em ratos

3.3.1 Animais e ambiente de experimentacao

Para este estudo, utilizou-se 10 ratos machos e 32 fémeas, ambos
adultos, da linhagem Wistar e provenientes do Biotério Central da UNOESTE,
Presidente Prudente. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos no
Biotério de Experimentacdo do Campus Il da UNOESTE, em gaiolas de
polipropileno, sob condicbes controladas de luminosidade (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura (média de 25°), e receberam agua e racdo comercial
para roedores a vontade.

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com 0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UNOESTE e somente foi iniciado apds a aprovacao nesta
instancia e pelo CAPI (Comité Assessor de Pesquisa Institucional) da UNOESTE,

protocolo n® 2242 (Anexo ).

3.3.2. Obtencéo de fémeas prenhes

No final da tarde, um pouco antes das luzes do biotério se apagarem, 2

fémeas foram colocadas na caixa de cada macho, que estavam em gaiolas
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individuais. Na manha seguinte, foram coletados esfregacos vaginais, com o auxilio
de hastes flexiveis com extremidade de algod&o, embebidas em solucéo fisioldgica,
e depositados em lamina histolégica limpa e identificada. As laminas foram
analisadas em microscopia de Iluz, sendo a presenca de cabecas de
espermatozoides e da fase de estro (presenca principalmente de células
corneificadas e auséncia de células nucleadas ou de leucécitos) indicativos de
acasalamento. Em caso positivo, este dia foi considerado como o dia zero de
prenhez (dia gestacional zero = DGO).

Durante a prenhez, as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais,
sendo monitoradas quanto as condi¢gBes gerais de saude. Para tanto, as ratas foram
pesadas a cada 4 dias e tiveram o0 seu consumo diario de racdo e agua estimados
(em gramas e mL, respectivamente). Além disso, foram observados sinais clinicos
indicativos de toxicidade, tais como, piloerecdo, alteracdo no padrédo de
deambulagcdo no interior da gaiola, ocorréncia de diarreia e perdas sanguineas
vaginais de acordo com Christian (2001). Apos todos os acasalamentos, realizou-se

a eutanasia dos ratos machos.

3.3.3 Exposigao

Foi utilizado o fungicida com a formulacdo comercial Cerconil WP®,
contendo 200g/kg de tiofanato metilico e 500g/kg de clorotalonil. O composto
apresenta classe toxicologica | e se apresenta em forma de pd molhavel. As ratas
prenhes (8 por grupo) foram alocadas aleatoriamente em quatro grupos
experimentais:

e Controle: exposto a solucao salina 0,9%;

e Grupo exposto A - EA: exposto a 200 mg/kg/dia de clorotalonil e 80 mg/kg/dia
de tiofanato metilico, correspondendo a 400mg/kg/dia de Cerconil WP®;

e Grupo exposto B - EB: exposto a 400 mg/kg/dia de clorotalonil e 160
mg/kg/dia de tiofanato metilico, correspondendo a 800mg/kg/dia de Cerconil
WP®,

e Grupo exposto C - EC: exposto a 600 mg/kg/dia de clorotalonil e 240
mg/kg/dia de tiofanato metilico, correspondendo a 1200mg/kg/dia de Cerconil
WP®;
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A escolha das doses da substancia foi baseada em estudos
toxicolégicos anteriores referentes ao clorotalonil (CASTRO; CHIORATO; PINTO,
1999) e tiofanato metilico (AMARA et al., 2014), considerando as toxicidades de
DL50 oral para ratos (> 5000 mg/kg) e LOEL de 400 mg/kg/dia, para toxicidade
materna e do desenvolvimento embriofetal, para o clorotalonil (MIZENS et al., 1983;
USEPA, 1999). As ratas dos grupos tratados receberam Cerconil WP® diluido em
suspensdo aquosa uma vez por dia, via oral (gavagem), em um volume de
0,25mL/100g de peso corporeo do DG6 ao DG15 (periodo da organogénese). As
ratas do grupo controle receberam solugédo salina 0,9% no mesmo protocolo de
administracao dos grupos expostos (Figura 5).

FIGURA 5 — Protocolo de exposicéo

Periodo de Periodo de organogénese Periodo fetal
implantacao (vulneravel a anomalias estruturais (vulneravel a
(ndo teratogénico) | maiores) | anomalias funcionais) |
| | P
DG 0 DG 6 DG 15 | DG 21
| I | Nascimento
1
; PERIODO DE EXPOSICAO i
|
DG 20
Eutanasia

Coleta de drgdos
maternos e fetos

Avaliagdo de peso corpdreo, consumo de agua e racao e sinais clinicos de intoxicacao materna

Fonte: Préprio autor.

3.3.4 Obtencéo dos fetos e avaliacdo do desempenho reprodutivo

Para a avaliacdo das alteragbes estruturais e perdas gestacionais, 0s
fetos foram obtidos por laparotomia. As laparotomias foram realizadas no DG 20,
apos a eutanasia das maes em camara de CO,. Durante a laparotomia, as visceras
das maes foram analisadas para possivel deteccdo de anormalidades
macroscopicas. O figado, baco, coracéo e rins foram coletados e pesados. O figado,
rim e placenta foram fixados para posterior avaliacdo de possiveis alteracfes

histolégicas. Os cornos uterinos foram expostos para observacdo dos nodulos de
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reabsorcéo e fetos, e inspe¢do dos ovarios, sendo registrados: nimero de corpos
lateos (CL), indicativos do numero de ovulac¢des); nimero de sitios de implantacao;
presenca de reabsorcbes (precoces ou tardias); numero de fetos e sua localizacéo
no Utero; peso do Utero com fetos; peso de cada feto e respectiva placenta.
Com esses valores foram calculados os seguintes parametros relativos
a fertilidade:
e Potencial de fertilidade (eficiéncia de implantacdo): sitios de
implantacéo/corpos luteos x 100;
e Taxa de Perdas Pré-Implantacdo = N° de CL — N° de implantacdes/ N° de CL
X 100;
e Taxa de Perdas Pés-Implantacdo = N° de implantacbes — N° de fetos/ N° de
implantacbes X 100;
e Taxa de Masculinidade ou Feminilidade = N° de fetos machos ou fémeas / N°
total de fetos X 100;

e Razdo sexual = N° de fetos machos/ N° de fetos fémeas X 100.

3.3.5 Histologia de érgdos maternos e placenta

Um fragmento do lobo hepatico medial, o rim esquerdo e as duas
primeiras placentas do corno uterino esquerdo de cada rata foram fixados em
formalina tamponada (formaldeido em PBS 10%) por 24 horas. ApOs este periodo,
os 6rgéos foram seccionados transversalmente e retornaram a solucgéo fixadora por
mais 24 horas. ApoOs a fixagdo, os tecidos foram lavados em é&gua corrente e
armazenados em alcool 70%, até o momento do processamento histologico. Um
fragmento de cada 6rgao coletado foi submetido ao processamento histologico de
rotina, que consistiu na inclusdo do material em Paraplast e obteng&o de cortes com
espessura de 5um. Foram obtidos cortes para a confecgéo de trés laminas de cada
rata, sendo um deles corado com hematoxilina e eosina (HE) e os outros submetidos
a coloracao histoquimica Tricromico de Masson e PSA (Acido Periddico de Schiff). A
avaliacdo histopatologica foi realizada em microscopio de luz (LEICA DM750). As
fotomicrografias foram feitas no mesmo microscépio, com camara acoplada
(ICC50HD), a partir do software Leica LAS V4.2.
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3.3.6 Peso e classificacao dos fetos

Os fetos foram pesados em balanca analitica. Os pesos corpéreos dos
fetos foram classificados de acordo com Soulimane-Mokhtari et al. (2005) em:

AIP — recém-nascidos de peso adequado para idade gestacional: peso
corpGreo compreendido entre a média de peso do grupo controle mais ou menos 1,7
x desvio-padraodo grupo controle;

PIP — recém-nascidos pequenos para idade gestacional: peso corpéreo
inferior a média de peso do grupo controle menos 1,7 x desvio-padrao;

GIP - recém-nascidos grandes para a idade gestacional: peso
corporeo superior a média de peso do grupo controle mais 1,7 x desvio-padrao.

Além da analise do peso fetal, também foi realizada a medida do
comprimento cranio-caudal médio dos fetos e da distancia anus-genital (DAG -
distancia entre o anus e o tubérculo genital), para identificacdo do sexo. Ambas as
medidas foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital. Para evitar os
efeitos das diferencas de peso corporeo entre os fetos na medida da DAG, foi
realizada uma normalizacdo direta, dividindo-se a DAG pela raiz cubica do peso
corporeo, conforme descrito por Gallavan et al. (1999). Os resultados foram
apresentados em valores absolutos e ajustados ao peso corpdreo.

3.3.7 Peso, indice e volume placentério

As placentas, livres de membrana e cordao umbilical foram pesadas
em balanca analitica. O indice placentario (IP) foi determinado pela relacéo entre o
peso placentario (PP) e o peso fetal (PF) (CALDERON, 1988). Determinou-se o
volume da placenta, admitindo-se que a placenta é uma fatia de um cilindro, com a
seguinte formula: V = /4 x D x h, onde V = volume, D = didmetro, determinado pela
meédia aritmética do maior e menor diametros da placenta, e H = altura, que

representa a espessura da placenta (DEL NERO et al., 2002).

3.3.8 Andlise das malformacdes externas

ApOs a pesagem, os fetos foram examinados externamente, com

analise minuciosa dos olhos, boca, implantacdo das orelhas, conformacgéo craniana,



36

membros toracicos e pélvicos, integridade da parede abdominal, perfuracdo anal e
cauda (WILSON, 1965).

3.3.9 Andlise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas

Para andlise das anomalias e/ou malformacdes esqueléticas utilizou-se
o0 método de Staples e Schnell (1964). Metade dos fetos de cada ninhada foram
colocados em alcool 70% e, apds 1 semana, eviscerados, diafanizados com solucéo
de hidroxido de potassio (KOH 1%) e corados com Alizarina. Os pontos de
ossificacdo foram observados e contados na ninhada processada para a andlise das
malformacbes esqueléticas, segundo método proposto por Aliverti et al. (1979)
(Figura 6).

Avaliou-se os pontos de ossificacdo nos seguintes locais: esternébrios,
falanges proximais e distais, metacarpos, metatarsos e vértebras caudais. Para
cada regido analisada, contou-se 0 numero de pontos de ossificacdo em cada
ninhada e esse valor foi dividido pelo nimero de fetos da ninhada, para obtermos
uma média dos pontos de ossifica¢do por ninhada. Posteriormente, todas as médias
das ninhadas foram somadas para obtermos um total dessa quantidade em média
dos pontos de ossificagéo.

3.3.10 Anélise das anomalias e/ou malformacdes viscerais

A outra metade dos fetos de cada ninhada foi colocada em solugéo de
Bodian para posterior preparacdo e analise de cortes seriados como descrito por
Wilson (1965) (Figura 6) e analise em estereomicroscopio. Foram avaliados olhos,

palato, cérebro e ouvido, térax, abdémen (diafragma) e aparelho geniturinario.
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FIGURA 6 — Analise esquelética e visceral dos fetos

A: Pontos de ossificagdo considerados para andlise esquelética dos fetos. B: Desenho mostrando os
planos de corte a serem usados na analise visceral dos fetos.
Fonte: DAMASCENO et al., 2008.

3.4 Forma de analise dos resultados

Para comparacao dos resultados foram utilizados os testes estatisticos
de Kruskall-Wallis, com o teste “a posteriori” de Dunn, e o teste exato de Fisher,
dependendo das caracteristicas de cada variavel. Foi considerado como nivel de
significAncia estatistica o limite de 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram

feitas utilizando o software estatistico InStat 5.0 da GraphPad Software.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise quimica do latex de seringueira

A Figura 7 apresenta os espectros de Espalhamento Raman das
amostras de latex, Cerconil WP® e latex com Cerconil WP® obtidos na regido de
3000 a 400 cm™ com linha de laser de 514,5 nm, 25 segundos de exposicdo, 3 a 5
acumulacdes. A Tabela 2 mostra as atribuicbes das principais bandas das 3

amostras.

FIGURA 7 — Espectros de Espelhamento Raman das amostras de latex, Cerconil

WP® e latex com Cerconil WP®
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TABELA 2. AtribuicBes das principais bandas de amostras de latex, Cerconil WP® e latex com Cerconil WP®

NUmero de onda

Amostra 1 Centro calculado/cm™ Intensidade relativa  Largura/cm™ Atribuicédo
observado/cm
2920 2911,174 100 114,787 'CH, estiramento
2730 2728,180 6,677 7,900 2CH estiramento
1666 1666,643 64,628 15,200 3C=C estiramento
Latex 1522 - - - ‘;c=c estiramento
1449 1446,003 16,358 31,788 CH, deformacdo
assimétrica

1372 1368,465 13,411 26,361 *CH, deformacéo

995 913,942 10,934 354,339 2=CH
2242 2242,816 100 12,067 4C=N estiramento
Cerconil 1554 1549,205 20,575 28,970 °N-H deformacao
1522 - - - 4C=C estiramento

1264 1266,601 41,780 15,345 °C=0
443 478,704 4,789 96,640 'C=C deformacéo
2920 2899,425 31,893 113,932 1CH, estiramento
2730 2503,872 2,610 24,586 2CH estiramento
2242 2242,896 100 8,034 4C=N estiramento
Latex com Cerconil 1666 1666,339 34,492 13,148 3C=C estiramento
1554 1551,832 24,975 6,308 °N-H deformacao
1522 1528,603 19,153 4,800 4C=C estiramento

1264 1266,583 36,300 6,957 ®c=0
443 442,003 2,879 6,792 'c=C deformagéo

S
CASIRAGHI; FERRARI; ROBERTSON, 2005. “NALLASAMY; MOHAN, 2004. "HAIDER et al., 2012. "MINCEVA-SUKAROVA et al., 2012. °LEE; MACHIDA,

1980. °KIEFER; LONG, 1982. 'CHAABANE; HLEL; GUIDARA, 2008. *Referente a aplicacéo do tratamento Curvefit do programa GRAMS/AT Vers&o 9.2.



40

4.2 Toxicidade materna

Todas as ratas adultas foram acasaladas com machos, também
adultos, e ficaram prenhes. Sinais clinicos de toxicidade do Cerconil WP® foram
observados nos grupos EB e EC. Uma rata do grupo EB apresentou piloerecéo,
enquanto outra apresentou alteracdo no padrédo de deambulacdo no interior da
gaiola. No grupo EC uma rata apresentou perda sanguinea vaginal. Tais sinais de
toxicidade foram observados apenas durante o tratamento. O grupo controle néao
apresentou nenhum sinal clinico de toxicidade.

N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) na evolugdo do peso
corpdreo e na porcentagem de ganho de peso durante o periodo gestacional (Tabela
3) das ratas prenhes dos diferentes grupos experimentais. A Unica excecao ocorreu
no DG 12, quando foi observada uma diminui¢do (p < 0,05) no peso das ratas dos
grupos expostos, quando comparados ao grupo controle. No entanto, esta alteracéo
de peso corporeo nao foi observada a partir do DG16.

A média do consumo diario de agua e racéo foi semelhante (p > 0,05)
entre 0S grupos experimentais. Apesar de uma diminuicdo de 22,57% e 24,40% no
consumo dos grupos EB e EC, respectivamente, em relagdo ao grupo controle, esta
nao foi estatisticamente significativa (p = 0,06) (Tabela 3).

O peso do figado materno foi reduzido (p < 0,05) nas ratas do grupo
EC em relacédo ao grupo controle (Tabela 4). No entanto, o peso dos demais 6rgaos
maternos avaliados (rins, coragao, pulmao e bacgo) néo foi afetado pela exposi¢ao ao
fungicida.

A andlise histopatologica do tecido hepatico das ratas
apresentou areas com necrose focal, infiltrado inflamatério (Figura 8F e 8G) e
presenca de hepatdcitos com nucleo picnético (cromatina condensada, altamente
eosinofilico), sugestivos de apoptose nos grupos EB e EC (Figura 8H e 8l1). Além
disso, foi observada area com formacédo de degeneracdo gordurosa microvesicular
de moderada intensidade, nestes grupos experimentais (Figura 8D e 8E). A analise
histoquimica pelo Tricrbmico de Masson indicou reagdo positiva de mesma
intensidade ao redor dos espagos porta entre 0s grupos experimentais (Figura 9A e
9B). No entanto, nos grupos de exposi¢cdo ao fungicida foram observadas areas de
deposicdo de colageno entre hepatoécitos (Figura 9C). Foram observadas amplas

areas PAS positivas (hepatdcitos com citoplasma com granulos de carboidrato



41

corados em purpura-magenta e nucleo contracorado em azul) em meio a areas PAS
negativas, nos grupos expostos as duas maiores doses do fungicida (Figura 9E e
9F), diferentemente do grupo controle, que apresentou marcacdo de menor
intensidade ou marcacéo negativa (Figura 9D).

A regido cortical e medular dos rins apresentou morfologia normal e
semelhante entre os quatro grupos experimentais. A andlise histoquimica dos rins
pelo Tricromico de Masson e PAS indicou reacdo positiva de mesma intensidade

entre 0s grupos experimentais (Figura 10).



TABELA 3. Consumo médio diario de agua (mL) e racao (g) e evolugao da massa corporal (g) das ratas do grupo controle e dos

grupos expostos a 400 (EA), 800 (EB) e 1200mg/kg (EC) de Cerconil WP® durante o periodo gestacional
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Parametro Controle EA EB EC P
'Peso Corporeo (g)

Dia gestacional 0 196,41 £ 9,26a 191,25+ 10,91a 175,81 + 37,08a 189,75 + 22,06a 0,55
Dia gestacional 4 208,49 + 8,84a 198,15 + 10,24a 208,07 + 20,70a 204,76 + 23,47a 0,36
Dia gestacional 8 218,99 + 13,64a 203,83 +5,91a 202,3 + 22,80a 199,82 + 21,96a 0,20
Dia gestacional 12 235,11 £ 11,57a 203,23 £ 15,78b 209,51 £+ 32,25b 205,59 £ 21,29b 0,02
Dia gestacional 16 252,50 £ 14,70a 230,67 + 25,76a 220,18 + 39,01a 210,99 £ 36,61a 0,11
Dia gestacional 20 300,46 + 22,64a 273,37 + 26,96a 250,94 + 52,08a 233,48 + 59,83a 0,06
’Ganho de peso (%) 54,80 (50,16 — 57,22) 44,69 (39,33 — 50,19) 31,31 (11,61 - 80,37) 22,90 (2,88 — 44,69) 0,21
'Consumo de agua (mL)

Dia gestacional 4 31,09 + 4,98a 31,21 + 6,82a 31,07 £ 5,61a 29,38 £ 7,44a 0,38
Dia gestacional 8 35,62 + 6,78a 32,71 £ 9,50a 29,28 + 5,30a 28,60 + 9,44a 0,22
Dia gestacional 12 43,59 + 18,39a 30,42 £ 7,89a 38,03 +5,77a 32,50 + 8,07a 0,11
Dia gestacional 16 43,59 + 4,84a 40,54 + 7,43a 33,75+ 9,74a 32,97 £ 10,52a 0,06
Dia gestacional 20 54,69 £+ 22,62a 40,83 + 3,03a 35,18 £ 11,47a 36,56 £ 11,31a 0,16
'Consumo de racéo (g)

Dia gestacional 4 16,76 + 5,15a 19,45 + 5,10a 16,44 + 5,73a 18,18 + 2,46a 0,09
Dia gestacional 8 19,75 + 2,82a 19,60 + 6,02a 17,28 + 6,09a 15,88 + 4,08a 0,22
Dia gestacional 12 21,67 +1,43a 15,65 + 4,26a 16,83 + 7,01a 17,35+ 6,78a 0,18
Dia gestacional 16 22,86 £ 2,24a 21,01 £ 3,86a 17,87 £ 6,76a 17,08 + 8,42a 0,38
Dia gestacional 20 24,32 =+ 1,35a 22,70 = 4,98a 22,46 = 4,58a 20,10 + 7,48a 0,75

Valores expressos como média + DP. “Valores expressos como mediana (1° quartil-3° quartil). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).



TABELA 4. F:@eso dos 6rgdos maternos das ratas dos grupos controle e expostos a 400 (EA), 800 (EB) e 1200mg/kg (EC) de
Cerconil WP

Parametro Controle EA EB EC P

Figado (g) 14,48 + 1,11a 12,38 + 0,91ac 12,57 + 2,80ac 11,54 + 2,65bc 0,04
Rim (direito) (mg) 996,25 + 102,81a 863,33 + 80,91a 931,43 + 100,40a 942,50 + 77,04a 0,16
Rim (esquerdo) (mg) 945,00 + 79,64a 851,67 + 86,12a 928,57 + 108,54a 937,50 + 89,08a 0,30
Coracéao (mg) 805,00 + 105,02a 748,33 + 43,55a 817,14 + 54,07a 770,00 + 204,73a 0,25
Pulmé&o (g) 1,54 +0,17a 1,55+0,13a 1,70 £ 0,34a 1,66 £ 0,35a 0,88

581,25 * 63,79a 540,00 + 82,95a 505,71 + 81,82a 515,00 + 155,47a

Valores expressos como média + DP. Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
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FIGURA 8 - Fotomicrografias do figado

A Be C Figado normal de ratas do grupo controle DekE- F|gado de rata do grupo exposto a 800
mg/kg/dia de Cerconil WP® com formacao de degeneracdo gordurosa microvesicular de moderada
intensidade. F e G - Figado de rata do grupo exposto a 1200 mg/kg/dia de Cerconil WP® com foco de
infiltrado inflamatério (seta) e hepatdcitos com nacleo picnético. H e | - Figado de rata do grupo
exposto a 800 mg/kg/dia de Cerconil WP® com hepatécitos com nucleo picnético (seta). h —
hepatdcitos, vc — veia centrolobular, ep - espacgo porta. Hematoxilina — eosina (HE).

Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 9 - Fotomicrografias do figado - Tricromico de Masson e PAS

porta e deposicdo de colageno circundante (seta). C - Figado de rata do grupo exposto a 800
mg/kg/dia de Cerconil WP® com aumento de fibras colagenas entre hepatécitos (setas). Tricrémico de
Masson. D - Figado de rata do grupo controle com marcacdo PAS negativa. E e F - Figado de rata
do grupo exposto a 800 mg/kg/dia de Cerconil WP®, mostrando &rea de marcacio PAS positiva
(hepatécitos com citoplasma com granulos de glicogénio corados em purpura-magenta e nucleo
contracorado em azul - setas). PAS.

Fonte: Préprio autor.
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FIGURA 10 - Fotomicrografias do rim

Rim de rata do grupo controle, mostrando regido cortical. D,
controle, mostrando regidao medular. G, H e | - Rim de rata do grupo exposto a 800 mg/kg/dia de
Cerconil WP®, mostrando regido cortical. J, K e L - Rim de rata do grupo exposto a 800 mg/kg/dia de

Cerconil WP®, mostrando regido medular. A, D, G, J—-HE. B, E, H, K- PAS. C, F, |, L - Tricrébmico de
Masson.

Fonte: Préprio autor.
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4.3. Andalise do desempenho reprodutivo

Peso do utero com fetos, numero de corpos lateos, implantes,
reabsorgdes, taxas de perda pré e pos-implantagdo, potencial de fertilidade e o
namero de fetos vivos foram semelhantes (p > 0,05) entre 0s grupos experimentais
(Tabela 5). A taxa de perda pos-implantacdo ndo foi afetada pela exposicdo a
diferentes doses do fungicida. No entanto, notou-se que algumas ratas do grupo EB
e apenas uma rata do grupo EC (Figura 11) apresentaram um grande numero de
perdas gestacionais tardias (pos-implantag&o).

FIGURA 11 — Perda gestacional tardia do grupo EC

A — Feto normal com sua respectiva placenta. B e C — Produtos de gestacéo de rata do grupo
EC. B — Perdas gestacionais tardias (perda pés-implantacdo), representada pelos pontos de
reabsorgcdo. C — Perdas gestacionais tardias com presenca de placenta e feto dismorfico e
pontos de reabsorcao.

Fonte: Préprio autor.
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TABELA 5. Desempenho reprodutivo das ratas dos grupos controle e expostos a 400 (EA), 800 (EB) e 1200mg/kg (EC) de Cerconil WP®

Parametro Controle EA EB EC P

'Peso do Gtero com fetos (9) 63,41 + 9,33a 63,62 + 10,36a 51,31+ 12,92a 47,54 + 25,37a 0,28
'NUmero de corpos-lateos (direito) 6,86 + 2,41a 7,17 +1,72a 5,6 £ 1,34a 8,00 + 2,34a 0,31
!Numero de corpos-liteos (esquerdo) 7,14 £ 2,27a 7,50 £ 1,52a 7,60+ 2,19a 6,40 £ 2,30a 0,75
NUmero de corpos-lateos (total) 14,00 + 1,63a 14,67 + 2,42a 13,2 + 1,64a 14,4 + 2 61a 0,72
'Namero de implantes (direito) 557+ 1,99a 6,67 £ 1,86a 540+ 1,14a 6,00 £ 1,22a 0,56
'Numero de implantes (esquerdo) 6,43 £ 1,62a 6,67 £ 1,51a 6,40 £ 2,30a 5,00 £ 1,00a 0,30
'NUmero de implantes (total) 12,00 + 1,53a 13,33+ 1,21a 11,80 + 1,48a 11,00 + 1,87a 0,13
'Namero de reabsorcdes (direito) 0,00 £ 0,00a 0,33+0,52a 0,60 £ 0,55a 0,06 £ 1,34a 0,18
'NUmero de reabsorcoes (esquerdo) 0,14 + 0,38a 0,17 £ 0,41a 1,00 £ 1,73a 1,00 £ 2,23a 0,71
'NUmero de reabsorcdes (total) 0,14 + 0,38a 0,50 + 0,84a 1,60 + 1,51a 1,60 + 3,58a 0,13
'Numero de fetos vivos (direito) 557 +1,99a 6,33+ 1,51a 4,8 +0,84a 540+ 1,82a 0,44
NUmero de fetos vivos (esquerdo) 6,28 + 1,80a 6,50 + 1,76a 5,40 + 1,34a 4,00 + 2,45a 0,20
'Numero de fetos vivos (total) 11,86 + 1,68a 12,83+ 1,17a 10,20 + 0,84a 9,40 + 4,04a 0,48

*Potencial de fertilidade (%)
’Perda pré-implantacao (%)
’Perda pos-implantacéo (%)

92,31 (85,12 -92,82)a 93,09 (92,44 —93,33)a 93,33 (91,67 — 100,00)a 68,75 (66,67 —92,86)a 0,49
7,69 (7,18 — 14,88)a 6,90 (6,67 — 7,55)a 6,67 (0,00 — 8,33)a 31,25 (7,14 - 33,33)a 0,49
0,00 (0,00 — 0,00)a 0,00 (0,00 — 6,25)a 10,00 (8,33 — 16,67)a 0,00 (0,00 — 0,00)a 0,12
Valores expressos como média + DP. “Valores expressos como mediana (1° quartil-3° quartil). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
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4.4 Andlises dos fetos e placentas

A média do peso corporal dos fetos foi semelhante (p > 0,05) entre os
grupos experimentais. No entanto, a porcentagem de fetos com tamanho adequado
para a idade de gestacdo (AIP) diminuiu (p < 0,05) nos grupos EA e EB, em relacao
aos grupos controle e EC. Consequentemente, a porcentagem de fetos pequenos
para a idade de gestacao (PIP) aumentou (p < 0,05) no grupo EA em relacdo aos
demais grupos experimentais, e no grupo EB em relagdo ao controle. A
porcentagem de fetos grandes para a idade gestacional (GIP) foi semelhante entre
0S quatro grupos experimentais (Tabela 6).

N&o ocorreu diferenca estatistica significativa no comprimento cranio-
caudal médio, razdo sexual e taxas de masculinidade e feminilidade e nas distancias
anus-genital absoluta e relativa entre os grupos experimentais (Tabela 6).

N&o ocorreu diferenca significativa no peso, indice e volume
placentario (Tabela 6). A analise histoldgica do disco placentario revelou estrutura
morfolégica normal, com a presenca da area do labirinto (Figura 12C e 12F),
espongiotrofoblasto  (Figura 12A e 12D), células trofoblasticas gigantes
individualizadas e decidua nos quatro grupos experimentais (Figura 12B e 12E). A
area de labirinto foi caracteristicamente maior do que a area de espongiotrofoblasto
em todos o0s grupos. As células trofoblasticas gigantes estavam dispostas em rede,
com citoplasma claro e ndcleo com cromatina frouxa, indicando que estas se
apresentavam funcionalmente ativas (Figura 12B e 12E). Nao foi observada
diferenca de marcacdo PAS positiva nas diferentes camadas dos quatro grupos
experimentais (Figura 12G e 12J). No entanto, as células do trofoblasto sincicial
apresentaram-se ricamente coradas (pupura-magenta), indicando acumulo de
carboidratos (Figura 12H e 12K). A analise histoquimica pelo Tricrbmico de Masson
indicou reacao positiva de mesma intensidade entre os grupos experimentais (Figura
121 e 12L).



TABELA 6. Parametros fetais de ratos dos grupos controle e expostos a 400 (EA), 800 (EB) e 1200mg/kg (EC) de Cerconil WP®
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Parametro Controle EA EB EC P
'Peso dos fetos (9) 3,67 £ 0,14a 3,35+ 0,57a 3,38+ 0,77a 3,00+ 1,29a 0,45
AP 74/83 (89.16%)a 43/77 (55.84%)b 32/51 (62.74%)b 40/47 (85.11%)a -
’pIP 3/83 (3.61%)a 24/77 (31.17%)b 13/51 (25.49%)c 6/47 (12.76%)ac -
’GIP 6/83 (7.23%)a 10/77 (12.99%)a 6/51 (11.76%)a 1/47 (2.13%)a -
‘Comprimento crénio-caudal 36,40 + 2,16a 34,00 + 1,67a 34,43 +372a 31,22 + 8,14a 0,18
meédio (mm)

'Peso placentario (g) 0,49 £ 0,04a 0,41 £ 0,05a 0,47 £0,13a 0,39+0,13a 0,14
!indice placentario 0,13+0,01a 0,30 £ 0,44a 0,14 £ 0,02a 0,14 £ 0,04a 0,85
olume placentario 31,34 + 2,60a 34,88 + 4,92a 29,72 + 8,85a 27,62 + 9,90a 0,30
®Razéo sexual (%) 100,00 (71,43 - 126,67)a 74,11 (58,48 — 121,43)a 100,00 (83,33 —175,00)a 100,00 (71,43 —175,00)a 0,75
%Taxa de masculinidade (%) 50,00 (41,67 — 55,19)a 42,31 (36,89 — 54,40)a 50,00 (45,45 — 63,64)a 50,00 (41,67 — 63,64)a 0,75
%Taxa de feminilidade (%) 50,00 (44,16 — 58,33)a 57,69 (45,60 — 63,11)a 50,00 (36,36 — 54,54)a 50,00 (36,36 — 58,33)a 0,75
!Distancia anus-genital absoluta

(mm)

Macho 3,71 £ 0,40a 3,51 +0,23a 3,81 £ 0,44a 3,24 £ 0,99a 0,57

Fémea 2,19 £ 0,40a 2,19+ 0,18a 2,32+0,31a 1,93 £ 0,65a 0,73
!Distancia anus-genital relativa

(mm/peso corporal*®)
Macho 2,30 £ 0,25a 2,34 £ 0,22a 2,51 £ 0,15a 3,20 £ 1,65a 0,51
Fémea 1,43 £ 0,26a 1,50 + 0,21a 1,60 £ 0,21a 1,33+ 0,38a 0,48

Valores expressos como média + DP. Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. “Valores em nimero de fetos/total de fetos (porcentagem). Teste exato de
Fisher. *valores expressos como mediana (1° quartil-3° quartil). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
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FIGURA 12 - Fotomicrografias da placenta

o - .
A B e C - Placenta de rata do grupo controle, HE. D, E e F - Placenta de rata do grupo exposto a 400
mg/kg/dia de Cerconil WP®, HE. G e H - Placenta de rata do grupo controle, PAS. | - Placenta de rata
do controle. Trlcromlco de Masson. J e K - Placenta de rata do grupo exposto a 800 mg/kg/dia de
Cerconil WP®, PAS. L - Placenta de rata do grupo exposto a 1200 mg/kg/dia de Cerconil Wiz
Tricrébmico de Masson. L — labirinto, e — espongiotrofoblasto, d — decidua, Ts — trofoblasto sincicial,
células trofoblasticas gigantes (setas).
Fonte: Préprio autor.
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N&o foi observada ocorréncia de malformacdes externas grosseiras e
anomalias viscerais nos grupos experimentais. A incidéncia de anomalias
esqueléticas foi aumentada nos grupos expostos em relacdo ao grupo controle
(Tabela 7). A exposicédo gestacional ao fungicida aumentou (p < 0,05) a incidéncia
de fetos com diminuicdo dos centros esternais nos grupos EA e EC em relacdo aos
grupos controle e EB (Figura 13C e 13D). Um aumento da incidéncia de fetos com
auséncia de processo xifoide e com malformacdo do supra-occipital foi observado
nos grupos EB e EA, respectivamente, em relacdo aos demais grupos
experimentais. No grupo EB foi identificada maior frequéncia de auséncia de
vertebras caudais em relacdo aos grupos controle e EA (Figura 13A e 13B).

Outras anomalias como: malformacdo do processo xifoide,
basisfendide e manubrio, auséncia de hamulo e manubrio, centro vertebral bipartido
(Figura 13G e 13F) e ossificacdo incompleta do cranio também foram identificadas,
mas sem diferenca significativa entre os grupos experimentais (Tabela 7).

O numero de falanges anteriores do lado direito diminuiu (p < 0,05) no
grupo EA em relacdo aos demais grupos experimentais. Enquanto o numero de
falanges anteriores do lado esquerdo diminuiu (p < 0,05) no grupo EA em relagao
aos grupos controle e EB. O niumero de metatarsos diminuiu (p < 0,05) no grupo EB

em comparacao com o grupo controle (Tabela 8).



TABELA 7 - Frequéncia de anomalias esqueléticas fetais de ratos dos grupos controle e expostos a 400 (EA), 800 (EB) e

1200mg/kg (EC) de Cerconil WP®

Parametro

Controle

EA

EB

EC
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Numero de fetos com alteracdes/total
de fetos analisados

Diminuicdo dos centros esternais
Auséncia de processo xifoide
Supra-occipital malformado
Auséncia de vertebras caudais
Processo xifoide malformado
Auséncia de hamulo

Centro vertebral bipartido
Auséncia de manubrio

Manubrio malformado
Ossificacao incompleta do cranio
Quatro vértebras sacrais
Basisfendide malformado

Valores em numero fetos alterados/total de fetos (porcentagem). Teste exato de Fisher. Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa

entre 0s grupos experimentais (p<0,05).

5/41 (12,19%)a

4141 (9,76%)a
1/41 (2,44%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
1/41 (2,44%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a
0/41 (0,00%)a

25/38 (65,79%)b

21/38 (55,26%)b
4138 (10,53%)a
14/38 (36,84%)b
0/38 (0,00%)a
6/38 (15,79%)a
1/38 (2,63%)a
1/38 (2,63%)a
0/38 (0,00%)a
0/38 (0,00%)a
0/38 (0,00%)a
0/38 (0,00%)a
0/38 (0,00%)a

16/25 (64,00%)b

6/25 (24,00%)a
5/25 (20,00%)b
3/25 (12,00%)a
4125 (16,00%)bc
0/25 (0,00%)a
1/25 (4,00%)a
0/25 (0,00%)a
3/25 (12,00%)a
1/25 (4,00%)a
1/25 (4,00%)a
2/25 (8,00%)a
0/25 (0,00%)a

13/21 (61,90%)b

12/21 (57,14%)b
1/21 (4,76%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)ac
2/21 (9,52%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)a
0/21 (0,00%)a
1/21 (4,76%)a
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FIGURA 13 — Anomalias esqueléticas

A, C, E — Grupo controle. B — Grupo EC. D e F — Grupo EA. Em A observa-se a estrutura normal da
regido pélvica e caudal (vértebras caudais - seta), enquanto que em B, é destacado a auséncia de
vertebras caudais. Em C, observa-se o esterno e sua estrutura normal e em D destaca-se a
malformacgéo dos centros esternais (seta) e auséncia de processo xifdide (seta). Em E, observa-se a
estrutura normal da coluna vertebral (seta), enquanto que em H destaca-se o centro vertebral
bipartido (seta).

Fonte: Préprio autor.



TABELA 8 - Pontos de ossificagcdo em fetos de ratas dos grupos controle e expostos a 400 (EA), 800 (EB) e 1200mg/kg (EC) de
Cerconil WP®

Parametro Controle EA EB EC P

Total de fetos analisados 41 38 25 21 -

Falanges anteriores (direito) 5,44 £ 0,95a 4,34 +1,46b 5,68 £ 0,75a 5,28 £ 0,96a 0,00
Falanges anteriores (esquerdo) 5,22+1,13a 4,37 £ 1,50bc 5,64 + 0,86a 5,28 £ 0,96ac 0,00
Metatarsos (direito) 4,00 + 0,00a 3,97 + 0,16ac 3,88 + 0,33bc 4,00 + 0,00ac 0,04
Metatarsos (esquerdo) 4,00 + 0,00a 3,97 + 0,16ac 3,88 + 0,33bc 4,00 + 0,00ac 0,04
Metacarpos (direito) 3,71 £ 0,46a 3,68+ 0,47a 3,76 £ 0,44a 3,86 £ 0,36a 0,50
Metacarpos (esquerdo) 3,73 + 0,45a 3,66 + 0,48a 3,76 + 0,44a 3,86 + 0,36a 0,42
Esternébras 3,93 +0,34a 3,74 £ 0,50a 3,52 £ 0,92a 3,76 £ 0,54a 0,06
Vertebras caudais 3,15+ 0,42a 2,63 + 0,59bc 2,52 +1,19ac 2,86 + 0,48ac 0,00

Valores expressos como média + DP. Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Anélise quimica do latex de seringueira

Inicialmente os filmes foram preparados pelo método casting, contendo
de 2 a 10 gotas das amostras do Cerconil WP® misturados com o latex e levados a
estufa para tratamento térmico. Diante da baixa intensidade de sinal e inconsisténcia
dos resultados obtidos com esse tipo de filme, optou-se por homogeneizar o
Cerconil WP® com o latex e deixar a mistura coagular naturalmente, dando origem a
borracha natural adicionada de Cerconil WP®. A quantidade de material presente no
filme de borracha natural apresentou melhor intensidade de sinal.

A amostra de latex apresentou bandas caracteristicas da molécula do
isopreno, composto em maior quantidade na borracha natural. Em 995 cm™ observa-
se uma banda caracteristica de ligacdes =CH, enquanto em 1372 cm™ e 1449 cm™
ocorre a deformacg&o dos grupos -CHs e -CH,, respectivamente. J4 em 1522 cm™ e
1666 cm™ observa-se a banda do estiramento das ligacées C=C e em 2730 cm™ e
2920 cm™ o estiramento das ligacdes -CH e -CH,, pertencentes a molécula de
isopreno (NALLASAMY; MOHAN, 2004; CASIRAGHI; FERRARI; ROBERTSON,
2005; HAIDER et al., 2012; MINCEVA-SUKAROVA et al., 2012).

Na amostra de Cerconil WP® pode-se observar bandas caracteristicas
das func¢des quimicas presentes no clorotalonil e no tiofanato metilico, componentes
da formulacdo do fungicida estudado. Em 1264 cm™ tem-se a presenca de carbonila
e em 1554 cm™ o desdobramento da ligacdo N-H, presentes no tiofanato metilico.
Em 1522 cm™ observa-se o estiramento das ligacdes C=C, presente nos dois
compostos, enquanto em 2242 cm™ aparece o grupo nitrila, funcdo caracteristica do
clorotalonil (LEE; MACHIDA, 1980; KIEFER; LONG, 1982; CHAABANE; HLEL,;
GUIDARA, 2008; MINCEVA-SUKAROVA et al., 2012).

No espectro da mistura de latex e Cerconil WP® observou-se bandas
caracteristicas das amostras analisadas isoladamente, ndo apresentando novas
bandas e interagbes intermoleculares significativas. Dessa forma, torna-se evidente
a auséncia de alteracdo na estrutura quimica do latex de seringueira exposto in vitro

ao Cerconil WP®, indicando apenas uma mistura fisica.
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5.2 Andlise da toxicidade materna e dos efeitos teratogénicos em ratos

A gestacdo é uma das fases mais vulneraveis do ciclo reprodutivo, em
gue ocorrem multiplos e complexos eventos, envolvendo diferentes sistemas do
organismo materno. Apesar da placenta constituir uma barreira a passagem de
algumas substancias quimicas, sabe-se que, a maioria destas pode passar
livremente por este o6rgdo materno-fetal, podendo afetar o desenvolvimento
intrauterino (DAMASCENO et al., 2008). Os impactos causados pela exposicao a
agentes quimicos durante a gestacdo, geralmente sdo o0 aparecimento de
malformacgdes congénitas, reabsorcdes precoces e tardias e morte fetal (ROMAN et
al., 2014).

Apesar da ampla utilizacdo da formulacdo do fungicida Cerconil WP®
na agricultura, os seus dados de mecanismo toxicoldégico sdo escassos,
especialmente quanto ao sistema reprodutor. Apesar de existirem estudos
toxicoldgicos relacionados aos efeitos dos seus principios ativos isoladamente
(tiofanato metilico e clorotalonil) (USEPA, 1999; USEPA, 2005), este € o primeiro
estudo que relaciona a exposicdo ao Cerconil WP® com toxicidade materna e
desenvolvimento pré-natal de ratos Wistar. Estudos toxicolégicos gerais, em
modelos animais, sdo obrigatérios para a liberacdo da comercializacdo de
substancias quimicas produzidas. No entanto, os estudos reprodutivos iniciais,
muitas vezes, sdo limitados e por isso estudos complementares devem ser
realizados para avaliar a segurancga de exposi¢cao (LO; FRIEDMAM, 2002).

Os resultados do presente estudo mostraram que a exposicdo ao
Cerconil WP®, durante o periodo de organogénese, causou toxicidade materna e
prejuizo ao desenvolvimento embriofetal, especialmente quanto ao processo de
ossificacao.

Sinais clinicos de toxicidade materna do Cerconil WP® foram
observados em algumas ratas dos grupos expostos as duas maiores doses (duas
ratas do grupo EB e uma rata do grupo EC). Além disso, houve uma reducéo do
peso corpéreo das ratas no DG12 (aproximadamente no meio do periodo de
exposicdo) em todos os grupos expostos ao fungicida. Entretanto, o peso foi
recuperado apos o término da exposicao (a partir do DG16).

Ao considerar como indicativos de toxicidade materna sistémica, 0s

parametros de consumo de agua e ragdo, peso corporal, piloerecdo, deambulacéo,
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diarréia e mortalidade (MELLO et al., 2001), verifica-se que a exposi¢ao ao fungicida
levou a uma toxicidade geral moderada nas maiores doses de exposicdo. Além
disso, os efeitos causados foram pontuais e se manifestaram em apenas alguns
animais.

A reproducdo é frequentemente uma das primeiras funcdes a ser
afetada quando a disposicdo de energia € limitada, sendo que uma nutricdo
inadequada pode repercutir diretamente na funcdo reprodutiva (KRASNOW,
STEINER, 2006). Desta forma, a avaliagdo da evolucdo do peso corpéreo e do
estado nutricional € extremamente importante para o entendimento sobre a saude
geral dos animais, submetidos a exposicdo a um agente quimico e para a melhor
interpretacdo dos efeitos deste agente sobre o sistema reprodutor (CLEGG;
PERREAULT; KLINEFELTER, 2001). E importante ressaltar que, as alteracbes
fetais observadas no presente estudo podem ser consideradas como uma agao
direta do fungicida estudado e ndo como resultado secundéario da toxicidade
materna. Isto porque o status nutricional geral das ratas néo foi afetado de forma
relevante.

Estudo de Cantarutti e Dalsenter (2005) demonstrou que a exposi¢cao
oral, durante o periodo gestacional, aos praguicidas carbaril, lambda-cialotrina e
metamidofds isolados ou em combinacdo, em dose 100 vezes superior a ingestao
diaria aceitavel (IDA), ndo gerou sinais de toxicidade materna e fetal em ratas
Wistar. As progenitoras expostas se alimentaram normalmente e ndo apresentaram
diminuicdo no ganho de peso corpéreo, e a prole se desenvolveu normalmente.

Segundo Kim et al. (2007), o carrapaticida amitraz € embriotdxico e
teratogénico na dose de 30mg/kg/dia para ratas expostas do DG1 ao DG19. A
toxicidade materna foi observada com o aumento na incidéncia de sinais clinicos
anormais e um ganho de peso corpéreo reduzido.

O figado € um importante alvo toxicoldgico, dessa forma, varios
estudos indicam alteracbes hepaticas apO0s exposicdo a agroquimicos. Segundo
Singh et al. (2007), a exposicdo ao inseticida endosulfan causou alteracdes
degenerativas, incluindo aumento no tamanho dos hepatocitos, nucleo celular
dilatado e congestdo das veias centrais e portais. Outro estudo realizado com
células do figado humano sugere que, apos exposi¢cdo a baixos niveis do herbicida
metolacloro, ocorre uma diminuicdo no numero de células devido a uma alteracéo do

ciclo celular (LOWRY et al., 2013). A exposi¢cao aos herbicidas 2,4-D e glifosato-
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roundup combinados, gerou hipercromatismo nuclear nos hepatécitos e
homogeneidade nos tecidos em camundongos (ROMAN et al., 2009).

No presente estudo, o peso do figado materno foi reduzido nas ratas
do grupo EC em relagdo ao grupo controle, porém o peso dos demais 6rgaos
avaliados néo foi afetado pela exposicao ao fungicida. Este resultado corrobora os
achados histopatologicos do figado.

O tecido hepatico apresentou areas com necrose focal, infiltrado
inflamatorio, presenca de hepatdcitos com nucleo picnoético, sugestivos de apoptose,
e area de esteatose microvesicular nos grupos EB e EC. Alguns estudos indicam
que o tiofanato metilico pode levar a alteracdes hepaticas morfologicas, deplecao de
glicogénio, apoptose hepatocelular e aceleracdo do metabolismo hepatico de
substancias administradas concomitantemente (PAOLINI et al., 1999; BUONO et al.,
2007). Esta caracteristica pode interferir na toxicidade gerada pelo Cerconil WP®,
potencializando os efeitos observados em exposi¢des isoladas aos componentes de
sua formulacdo. Além disso, tem sido relatado que o clorotalonil pode causar
aumento da peroxidacao lipidica e dano oxidativo no DNA de células do figado
(LODOVICI et al., 1997; SUZUKI; KOMATSU; ISONO, 1997).

O peso e a histologia dos rins foram semelhante entre os grupos
experimentais. Entretanto, estudo de exposicéo crénica de ratos machos e fémeas
ao clorotalonil indicou o aparecimento de adenomas e carcinomas do epitélio
proximal tubular renal (WILKINSON; KILLEEN, 1996). Guven et al. (1998)
observaram que a exposi¢cdo de ratas prenhes do 6° ao 21° dia gestacional aos
fungicidas propinebe e maneb levou a edema, degeneracédo celular, hemorragia
densa e infiltrado inflamatorio nos tecido renal.

No presente estudo, a reducdo pontual do peso corpdreo, 0s sinais
clinicos de toxicidade e as alteracdes hepaticas observadas nas ratas prenhes
expostas ao fungicida indicam que a LOAEL para toxicidade materna foi de 800
mg/kg/dia de Cerconil WP® (formulacdo contendo 400 mg/kg/dia de clorotalonil e 160
mg/kg/dia de tiofanato metilico). Os resultados apontam que a NOAEL no presente
estudo foi de 400 mg/kg/dia de Cerconil WP®. Estes resultados corroboram a LOAEL
observada para toxicidade materna (400 mg/kg/dia) relatada anteriormente apos
exposicao oral (6° ao 15° DG) de ratos Sprague Dawley ao clorotalonil
(USEPA,1999). No entanto, esta LOAEL foi relacionada ao aumento da mortalidade
e reducdo de ganho peso gestacional (USEPA, 1999), o que n&o foi observado no
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presente estudo nesta dose de exposicdo. A LOAEL para toxicidade materna do
tiofanato metilico em coelhos, anteriormente relatada, foi de 40mg/kg/dia (USEPA,
2005), considerando reducdo de peso corpéreo e de consumo de ragcdo, 0 que
contrasta com o presente estudo.

A auséncia de diferenca significativa no numero de corpos luteos, entre
0S Qrupos experimentais, sugere que o0 ambiente hormonal materno estava
adequado ao inicio do processo gestacional. Mesmo apos a exposi¢cao ao fungicida
Cerconil WP®, ndo houve perturbacéo significativa deste processo, o que levou ao
sucesso da implantacdo, indicado pela auséncia de alteracdo no numero de
implantes e de reabsorcbes e na taxa de perda pré-implantagcdo. A exposicao
materna ndo alterou o desempenho reprodutivo das ratas. O grupo EB apresentou
menor numero de fetos vivos em relagdo aos outros grupos experimentais, mas sem
diferenca estatistica significativa. O mesmo ocorreu com o potencial de fertilidade no
grupo EC.

O crescimento intrauterino € influenciado por fatores genéticos,
imunologicos, enddcrinos, nutricionais, vasculares e ambientais (CHAHOUD et al.,
1999). O peso, indice, volume e histologia da placenta ndo foram afetados pelo
fungicida, demonstrando que ndo houve comprometimento do fluxo sanguineo utero-
placentario, o que poderia levar a restricdo de crescimento fetal (LANG et al., 2003).

No presente estudo, observou-se auséncia de impacto do Cerconil
WP® sobre a média de peso e comprimento cranio-caudal dos fetos, corroborando
estudo de exposicdo ao herbicida 2,4-D (CHARLES et al.,, 2001). No entanto, ao
considerar as porcentagens de classificacado dos fetos em adequados, pequenos ou
grandes para a idade gestacional verifica-se uma diferenca relevante entre os
grupos experimentais. Foi observado um aumento significativo na porcentagem de
fetos pequenos para a idade gestacional nos grupos EA e EB, quando comparados
ao grupo controle. Isto demonstra que a média do peso fetal isolada pode nao ser o
melhor indicativo de restricdo de crescimento intra-uterino, conforme relatado por
Sinzato et al. (2012). A diferenca observada entre valor médio do peso fetal e
adequacdo do peso a idade gestacional pode estar relacionada a diferenca de
tamanho entre fetos machos e fémeas e a propria variabilidade do tamanho da
ninhada.

A alteragéo nas taxas de razdo sexual, masculinidade e feminilidade e

distancia anus-genital pode ser usada como indicativo de possivel potencial de
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desregulacédo enddcrina de substancias quimicas, especialmente de contaminantes
ambientais (FUSSELL et al., 2015). A auséncia de alteracbes nestes parametros,
especialmente na distancia anus-genital, um sensivel marcador de alteracéo
hormonal pré-natal (AGRAMUNT; KOGEVINAS; CARRERAS, 2011), sugere que 0
Cerconil WP® ndo causou interferéncia enddécrina, com impacto sobre o
desenvolvimento sexual intrauterino.

Apesar do periodo da organogénese (6° a 15° dia gestacional — periodo
de exposicao) ser o mais susceptivel ao surgimento de alterac6es morfolégicas em
ratos, ndo foram observadas malformagfes externas e viscerais apds exposicao ao
Cerconil WP®. No entanto, ocorreu um aumento significativo na incidéncia total de
fetos com anomalias esqueléticas, ap0s a exposicéo ao fungicida. O final do periodo
de exposicdo (DG15) corresponde ao inicio do processo de ossificagdo em ratos
(FRITZ; HESS, 1970). Como este € um importante indicador de maturidade fetal,
esta alteracdo pode ser considerada um relevante impacto ao desenvolvimento pré-
natal.

Dallagrave e Langeloh (2003) constataram que o glifosato-roundup, um
herbicida utilizado em larga escala na agricultura, pode ter alto grau de
embriotoxicidade, alterando o desenvolvimento esquelético de fetos expostos.

As anomalias/malformacdes esqueléticas que foram significativamente
aumentadas nos grupos expostos ao fungicida foram: centros esternais pequenos
(grupo EA e EC), auséncia de processo xifoide e de vertebras caudais (grupo EB) e
malformacdo do  supra-occipital  (grupo  EA). Além  disso, outras
anomalias/malformacdes esqueléticas foram observadas como: malformacédo do
processo xifoide, basisfenéide e manubrio, auséncia de hamulo e manubrio, centro
vertebral bipartido e ossificagdo incompleta do cranio. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais, quando
consideradas individualmente.

Em um estudo com ratas expostas ao herbicida 2,4-D, do DG1 ao
DG19, foi observada uma diminuicdo no peso do utero com fetos, peso corporeo e
tamanho fetal. Alteragbes morfologicas externas e esqueléticas também foram
observadas, dentre elas: ossificacdo incompleta do cranio, esternébras, vertebras e
membros, costelas fundidas, assimétricas e bipartidas (MAZHAR et al., 2012).

Outros estudos de exposicdo ao 2,4-D e ao carrapaticida amitraz também
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observaram o aumento da frequéncia de anomalias esqueléticas em fetos expostos
durante todo o periodo gestacional (CHARLES et al., 2001; KIM et al., 2007).

Segundo Berlinska e Sitarek (1997) a dose de 30mg/kg/dia de
fenitrotion retarda a ossificagdo do esterno e cranio, além de diminuir o peso e
comprimento dos fetos expostos. Fetos expostos a citrinina e endosulfan, separados
ou em combinacdo, apresentaram ossificacdo incompleta dos ossos do cranio,
anomalias nas costelas e sacrais e auséncia de vértebras caudais (SINGH et al.,
2007).

A LOAEL observada para a toxicidade do desenvolvimento, no
presente estudo, foi de 400 mg/kg/dia de Cerconil WP® (formulacdo contendo 200
mg/kg/dia de clorotalonil e 80 mg/kg/dia de tiofanato metilico), considerando as
alteragbes esqueléticas observadas. Desta forma, a NOAEL foi menor que 400
mg/kg/dia de Cerconil WP®. USEPA (1999) relatou que a LOAEL para a toxicidade
de desenvolvimento, relacionada ao aumento de reabsorc¢des fetais e de perda pos-
implantacdo foi de 400 mg/kg/dia de clorotalonil, alteragbes que nao foram
observadas no presente estudo. Para o tiofanato metilico, foi relatado aumento da
frequéncia de costelas suprenuméricas e reducdo do peso fetal, ja a partir da dose
de 40 mg/kg/dia, em exposi¢cao de coelhos (USEPA, 2005).
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6 CONCLUSAO

Em geral pode-se concluir que a exposicdo ao Cerconil WP®, nestas
condicdes experimentais, ndo alterou a estrutura molecular do latex de seringueira.
Além disso, a exposicdo oral de ratas prenhes ao fungicida, durante o periodo da
organogénese, levou a alteracbes de desenvolvimento embriofetal nas trés doses
estudadas, especialmente quanto ao processo de ossificagcdo. Apesar da auséncia
de impacto sobre o desempenho reprodutivo, o fungicida causou toxicidade sobre a
saude geral materna nas duas maiores doses. Tais resultados geram um alerta em
relacdo a saude do trabalhador rural, que pode estar exposto diariamente a esses
compostos. Dessa forma, ressalta-se a importancia de estudos que avaliem a
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento desses produtos e, também,
identificacdo dos niveis de exposicdo real no local de trabalho, especialmente de

mulheres em idade reprodutiva.
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