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RESUMO: O aumento da utilizacdo e consumo de agrotéxicos pela agricultura e populagdo no Brasil tem
como consequéncia, o aumento do aparecimento de res{duos dos pesticidas nos alimentos oferecidos no
mercado e consequentemente na mesa dos brasileiros. Essa contaminacio residual faz com que a populagio
fique exposta a produtos quimicos. Por isso, é importante realizar estudos que verifiquem a possibilidade de
prejuizos na satide dos trabalhadores rurais e dos consumidores desses alimentos contaminados. Por esse
motivo, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a dose de Ingestdo Didria Aceitdvel preconizada pela Anvisa
e a dose para a potabilidade da 4gua recomenda pelo Ministério da Satide promove genotoxicidade e
toxicidade em testes com raizes de A. cepa. Para isso, utilizou-se trés formula¢es comerciais das principais
classes de agrotéxicos (fungicida, herbicida e inseticida) durante trés periodos de exposigdo, 24, 48 e 72 horas.
Como resultados encontramos que a divisdo celular apresenta um pico no nimero de células em divisdo entre
as 15:30 e 17 h. O indice de toxicidade medido pelo comprimento das raizes da cebola mostrou que as doses
testadas ndo promovem inibicdo do crescimento das raizes, ou seja, ndo causa efeito toxico, ao avaliarmos o
indice mitético é possivel afirmar que os agrotéxicos testados nio alteram a proliferagio celular, e para a
variavel genotoxicidade, quantificada pelo indice de alteracdo celular constatou-se que as doses estudadas
ndo exercem efeito genotdxico nas raizes da cebola. Por outro lado, as doses IDA/Anvisa para Tamaron
(Metamidofés), Glis480SL (Glifosato) e Dithane (Mancozebe) promoveram alteragdes no ciclo mitético,
sendo constatada a ocorréncia de células poliploides, C-Metéifase, Perda cromossémica, Aderéncia
cromossdmica, Atraso cromossdmico, Ponte e Quebra cromossémica, o que, na verdade mostra um efeito
genotdxico para esses agrotéxicos, mesmo em baixas doses.

Palavras-chave: Raiz de cebola. Fungicida. Herbicida. Inseticida. IDA. Citotoxicidade.

ABSTRACT: The increased use and consumption of pesticides in agriculture and by the population in
Brazil has led to a rise in pesticide residues in the food available on the market and, consequently, on the
tables of Brazilians. This residual contamination exposes the population to chemical products. Therefore, it
is important to conduct studies that assess the potential health risks to rural workers and consumers of these
contaminated foods. For this reason, the aim of this study was to evaluate whether the Acceptable Daily
Intake dose recommended by Anvisa and the water potability dose recommended by the Ministry of Health
induce genotoxicity and toxicity in A. cepa root tests. To achieve this, three commercial formulations from
the main pesticide classes (fungicide, herbicide, and insecticide) were used during three exposure periods:
24, 48, and 72 hours. Cell division shows a peak in the number of dividing cells between 3:30 PM and s:00
PM. The toxicity index, measured by the length of onion roots, indicated that the tested doses do not inhibit
root growth, meaning they do not cause toxic effects. When evaluating the mitotic index, it is possible to
affirm that the tested pesticides do not alter cell proliferation, and for the genotoxicity variable, quantified
by the cellular alteration index, it was found that the studied doses do not exert genotoxic effects on onion
roots. On the other hand, the ADI/Anvisa doses for Tamaron (Methamidophos), Glis480SL (Glyphosate),
and Dithane (Mancozeb) promoted alterations in the mitotic cycle, with the occurrence of polyploid cells,
C-Metaphase, Chromosomal Loss, Chromosomal Adherence, Chromosomal Delay, Chromosomal Bridge,
and Chromosomal Break, which indicates a genotoxic effect for these pesticides, even at low doses.

Keywords: Onion root. Fungicide. Herbicide. Insecticide. ADI. Cytotoxicity.
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INTRODUCAO

De acordo com o MAPA (Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento), o
Brasil ocupa o 44° lugar no ranking mundial de consumo de agrotéxico. Esses dados fazem
parte do ranking divulgado pela Organizagio das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO) sobre uso de defensivos agricolas (BRASIL-MAPA, 2022).

O Brasil possui uma legislagio especifica sobre os agrotéxicos (Lei n° 7.802/89), a qual
regulamenta seu uso somente apds registro em 6rgio federal competente, de acordo com as
diretrizes e exigéncias dos 6rgios responsaveis pelos setores da satide, do meio ambiente e da
agricultura (GRISOLIA, 2005; ANVISA-PARA, 2016). J4 a Portaria Conjunta SDA/MAPA-
IBAMA-ANVISA n?1, de 10 de abril de 2023, estabelece os procedimentos a serem adotados
para o registro de produtos empregados no controle de pragas, e a Portaria Conjunta
SDA/MAPA - IBAMA - ANVISA N2 2, de 29 de setembro de 2023, estabelece as diretrizes
para alteracdes de registro de agrotéxicos e afins, quanto as inclusdes ou exclusées de Produto
Técnico ou Pré-Mistura registrados, formulador, manipulador e embalagens.

Apesar disso, um grave retrocesso na protecdo ao uso de agrotéxicos tem interferido na
legislacdo protetiva brasileira de autorizacdo de registros dos agrotéxicos, flexibilizando-a em
favor de interesses econdmicos e politicos, tornando a prote¢io ineficaz e sem importincia,
contrariando as recomendacdes da ONU, que enfatiza a necessidade de cooperagdo entre esses
6rgdos na regulagio e controle dos agrotéxicos, para evitar impactos adversos do uso desses
pesticidas e mitigar os riscos relacionados ao uso indevido e intensivo (MOSMANN et al.,
2019). Além disso, a percepcdo de risco ao uso de agrotéxicos entre trabalhadores agricolas é
uma avaliagdo subjetiva dos perigos do seu uso, influenciada por fatores como escolaridade,
experiéncia, comunicacio de risco e acesso a informac3o, assim como a falta de apoio técnico
aos agricultores, que leva os trabalhadores 4 adoc¢do de préticas inadequadas, aumentando a
exposi¢do aos pesticidas (SANTANA et al., 2024).

A Anvisa e Ministério da Satide desenvolvem estudos que avaliam o potencial téxico
desses pesticidas, recomendam, respectivamente, as doses dos pesticidas para Ingestdo Didria
Aceitdvel (IDA) e para a potabilidade da 4gua. Para a potabilidade da 4gua o Ministério da
Satde tras na Portaria N° 2.914 de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011) 0 Valor Maximo
Permitido (VMP), que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigildncia da qualidade

da 4dgua pra o consumo humano.
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O uso de agrotéxicos implica em uma série de problemas relacionados 4 contaminagio,
pois eles dispersam-se no ambiente, contaminando a 4gua, o solo, além de deixarem residuos
nos alimentos (KRUGER, 2009), trazendo sérias consequéncias para o meio ambiente e a satide,
especialmente em paises com forte dependéncia do agronegécio, tornando-se uma questio de
satide publica que afeta principalmente os trabalhadores rurais (SANTANA et al., 2024).

Segundo a anilise realizada pelo Programa de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
(PARA-Anvisa), de 2016 a 2022, 58 dos alimentos consumidos diariamente pelos brasileiros
apresentaram residuos de mais de 300 agrotéxicos diferentes, sendo que 25% desses alimentos
excediam o Limite Mdximo de Residuo (LMR), configurando uma irregularidade (ANVISA-
PARA, 2019 e 2023).

Na satide publica os impactos s3o indmeros, pois atinge tanto os trabalhadores rurais,
que lidam com os pesticidas, quanto os moradores do entorno de fabricas e fazendas, além de
todos que consomem alimentos e dgua com residuos, mesmo estando dentro dos limites
permitidos pela Anvisa (ABRASCO, 2015).

Dependendo da natureza quimica e da concentragio, os agrotéxicos lancados no
ambiente podem causar danos diversos na biota a eles expostos. Embora, na maioria dos casos,
estes compostos nio sejam capazes de provocar efeitos agudos e imediatos, podem, por outro
lado, reduzir a sobrevivéncia destes organismos devido a lesdes crénicas que se manifestam a
médio e longo prazo, como desordens fisiolégicas em diferentes tecidos e 46rgdos ou como
alteracdes genéticas (KRUGER, 2009).

Quando essas alteracdes genéticas desenvolvem danos permanentes no DNA e se
tornam hereditdrias (mutacdes), o agente é denominado mutagénico (OBE et al., 2004;
CALVIELLOA et al.,, 2006). Embora ocorram mutagdes espontineas, muitas delas sio
induzidas por agentes quimicos, como os pesticidas, e como ji foi dito, sio consumidos
diariamente pela populagio.

O ensaio com Allium cepa (cebola) é um excelente bioindicador para identificagio de
caracteristicas citotéxicas e genotéxicas. E validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, WHO) e pelo Programa Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP), além de ser
considerado um instrumento de extrema eficiéncia para o monitoramento in situ da
genotoxicidade de substincias quimicas (FACHINETTO et al., 2007).

Nesse tipo de ensaio, a exposi¢do dos bulbos 4 solugio teste por um determinado

periodo, permite avaliar, tanto efeitos citotéxicos, pela reducdo do crescimento das raizes ou da
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iminuicio do indice mitdtico, como efeitos genotdxicos, geralmente constatados pelas analises
d ¢dodoind tético, feitos genot , geral t tatados pel 1
de micronicleos ou de anormalidades nucleares (FISKEJO & LEVAN, 1993 e 1985).

A partir desse contexto, torna-se importante o conhecimento sobre a toxicidade e
genotoxicidade dos agrotéxicos utilizados na agricultara em vdrios tipos de cultivo,
principalmente em doses mais baixas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
possiveis danos genéticos e o desenvolvimento radicular de bulbos de cebola decorrentes da

exposicio a doses residuais de metamidofés, glifosato e mancozebe.

MATERIAIS E METODOS

Para esse estudo foram escolhidas trés diferentes classes de agrotéxicos sendo eles:
inseticida, herbicida e fungicida, cujos ingredientes ativos sio Metamidéfos, Glifosato e
Mancozebe nas formulacdes comerciais Tamaron®, Glis®480SL e Dithane®NY,
respectivamente. Também foram escolhidas duas doses dos agrotéxicos para exposi¢io dos
bulbos, tomando como base a Ingestio Diaria Aceitdvel (IDA) determinada pela Anvisa e
publicada no Indice Monografico/Anvisa (ANVISA, 2016, 2015 e 2010) e o Valor Maximo
Permitido (VMP) para potabilidade da 4gua determinada pelo Ministério da Sadde publicada
na Portaria n.2914, de 12 de dezembro de 2012 (BRASIL, 201m1).

Os valores das doses determinadas pela Anvisa (IDA) e Ministério da Sadde (MS) para
os ingredientes ativos utilizadas nos testes foram Metamidofés (IDA: o,00o12mg/Kg PC ou
0,0012ppm; MS: 0,012mg/L ou o,012ppm), Glifosato (IDA: 0,042mg/Kg PC ou 0,042ppm; MS:
o,5mg/L ou o,5ppm) e Mancozebe (IDA: 0,03mg/Kg PC ou o0,03ppm; MS: 0,18mg/L ou
0,18ppm), e como controles foram utilizados 4gua mineral para o Controle negativo e
Paracetamol (200mg/mL ou 200ppm) para Controle positivo, o qual age como inibidor de
crescimento radicular (indice de toxicidade). Além disso, os bulbos foram expostos as
formula¢des comerciais dos agrotéxicos em trés diferentes tempos de exposi¢io, 24, 48 e 72h.

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Toxicolégica na
Universidade Estadual de Goias — Unidade Universitaria de Ceres/GQO. Foram utilizados 150
bulbos de cebolas (cinco bulbos/tratamento), adquiridas comercialmente e posteriormente
colocadas para desenvolvimento radicular em copos descartiveis com 4dgua mineral, apoiadas
em hastes e madeira (palitos de dente) durante aproximadamente 48 horas. Apés esse periodo,
e a constatacdo do inicio do desenvolvimento radicular, os bulbos foram transferidos para os

recipientes com as solugdes testes.
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Primeiramente, foi realizado um pré-teste para determinacio do periodo circadiano de
divisdes celulares nas raizes de cebola, e assim determinar se existe um horéirio de pico de
crescimento das raizes nos bulbos experimentais. Para isso, foram colocados 3 bulbos para cada
horério, das 13:00 as 22:00h, com intervalo de 30 minutos, totalizando 19 horarios de coleta. Cada
bulbo permaneceu em um copo (200mL - apoiados com palitos de dentes) com 4gua mineral e
assim que iniciou o desenvolvimento radicular, raizes com aproximadamente 0,5 a 1,0cm de
comprimento, iniciou-se as coletas nos respectivos horérios.

Em cada horério os 3 bulbos foram retirados, suas raizes cortadas e fixadas em carnoy
para posterior avaliagdo do ciclo celular (descrito abaixo), analisando-se 3.000 células por raiz,
e duas raizes/bulbo.

J4 para o teste experimental, ao final de cada um dos trés periodos de incubacio, 15
raizes/bulbo foram coletadas entre 15:30 e 17h, para estimar a toxicidade, determinada pelo
comprimento médio (cm) das raizes de cada bulbo, com auxilio de um paquimetro. Em seguida
as amostras foram fixadas em carnoy 3:1 (Alcool Etilico P.A: 4cido Acético Glacial) por 24
horas e depois conservadas refrigeradas em 4lcool 709 até sua utilizacio. As raizes,
previamente fixadas, foram lavadas em trés banhos com 4gua destilada por smin. cada, e em
seguida foram submetidas a hidrélise 4cida com HCI 1N durante 8min. a 602C. Para coloracio,
as raizes foram submetidas ao reativo de Schiff por duas horas em ambiente escuro conforme
descrito por Fernandes et al. (2007).

Apés a coloragdo, os meristemas foram lavados em trés banhos por cinco minutos cada,
em 4gua destilada, e em seguida foram confeccionadas duas liminas (1meristema/ldmina) para
cada cebola e realizada uma contagem de 1.500 células/ldmina, avaliando assim o [ndice
Mitético (IM) e Indice de Alteracées Celulares (IAC) em um total de 3.000 células.

O Indice Mitético (o) e o Indice de Alteracses Celulares (o) (quantidade de células
portadoras de alteragdes nucleares) foram as varidveis utilizadas para determinar a
genotoxicidade, sendo estimados durante as andlises citolégicas dos meristemas das raizes das

cebolas, utilizando as férmulas descritas a seguir:

IM(indi totico) = N° de células em divisao < 100
fndtce mitotico) = Total de células observadas

Nede células alteradas

IAC (indi 0 = X1
C (indice de alteracdes celulares) Total de células observadas 00
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Ao comprimento radicular (toxicidade), indice mitético (IM) e indice de alteragdes
celulares (IAC) (aberragdes cromossdmicas) foi aplicada a anélise de varidncia (ANOVA)
para confirmar a variabilidade dos dados e validade dos resultados, seguido do teste t Student.
Diferencas entre controles correspondentes e tratamentos de exposi¢io foram consideradas

estatisticamente significantes em p<0,0s.

RESULTADOS

Os resultados do teste circadiano de divisdo celular mostraram que houve um aumento
do ntimero de divisdes das células cujo pico estava entre 15:30 e 17:00h (Figura 1).

O total de células em mitose nesse hordrio foi de aproximadamente 225+29,
representando 7,50% das 3.000 células contadas. Desse total, 102+28 células (3,4%) estavam em
Préfase. Por outro lado, as fases de Metifase, Anifase e Telé6fase apresentaram

aproximadamente 41+10 células (1,4%) cada uma.

Figura 1: Ndmero de células em mitose, de um total de 3.000 células, separadas de acordo com
cada fase de divisio celular, das 13:00 as 22:00h, evidenciando um periodo circadiano de aumento
de divisdes celulares nas raizes da cebola (Allium cepa).
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A anilise de variincia dos dados experimentais mostrou que nio houve diferenca dos
tempos de exposicio testados (24, 48 e 72 horas). Assim, os valores de tempo de exposicdo para
as variaveis de Toxicidade (cm), Indice Mitético (o) e [ndice de Alteracdes Celulares (IAC)
(o) foram agrupados, cujas médias foram compostas por 15 repeti¢des/tratamento.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores para Toxicidade (cm), Indice Mitético (IM)
e Indice de Alteracses Celulares (IAC), para as doses recomendadas pela Anvisa (Ingestio

Diaria Aceitdvel) e Ministério da Satde (potabilidade da dgua) para os ingredientes ativos
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Metamidofés, Glifosato e Mancozebe, das raizes de cebolas tratadas com as formulacdes
comerciais Tamaron®BR, Glis®480SL, Dithane®NT, respectivamente.

Com relagio ao controle positivo, o paracetamol (Dose de 200mg/mL ou 200ppm)
promoveu uma inibi¢do (p<0,05) do crescimento das raizes, o que ocasionou uma diminuicio
nos valores de Toxicidade, do Indice Mitético e Indice de Alteracdes Celulares, pois ndo houve

desenvolvimento radicular (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1. Toxicidade (cm), Indice Mitético (%) e Indice de Alteraces Celulares (o), de 3000 células de raizes de A. cepa
(cebola) tratadas com as formulagdes comerciais de Metamidofés (Tamaron®BR), Glifosato (Glis®480SL) e Mancozebe
(Dithane®NT) de acordo com as doses preconizadas pela Anvisa para ingestdo didria aceitdvel (IDA) e Ministério da Sadde
(MS) para potabilidade da dgua (Valor Maximo Permitido, Portaria n.2.914), e seus controles positivos e negativos. IM: Indice
Mitético; IAC: Indice de Alteragdes Celulares. Valores representam MédiatDesvio Padrio da Média.

TOXICIDADE (cm) IM (o) IAC (o)
TRATAMENTO

IDA MS IDA MS IDA MS
CONTROLE (-) 1,96+0,20 1,55+0,37 2,9140,65 2,70+0,64 1,64+0,52# 1,14%0,49
CONTROLE (+) 0,45%0,12 0,51£0,09 0,21%0,57 0,31%0,55 0,16+0,43 0,16+0,16

METAMIDOFOS 1,69+0,28 1,81+0,49 2,906+1,09% 2,62+0,85% 1,82+0,75%# 1,05+0,38%
GLIFOSATO 1,62+0,41 1,64+0,49 2,82+0,97%  2,53+0,60% 1,88+0,58%# 1,10+0,40%

MANCOZEBE 1,83+0,28 1,51+0,61 2,8141,27% 2,65+1,39% 1,74+0,81%# 1,16+0,79%

* (p<0,05) Agrotbxico versus controle positivo dentro de dose.

# (p<0,05) Dose (IDA versus MS) dentro de agrotéxico.

Por outro lado, os tratamentos n3o inibiram o crescimento das raizes, ou seja, nio
demostraram efeitos téxicos (Figura 2). A auséncia de Toxicidade é evidenciada pelo
desenvolvimento radicular dos tratamentos serem muito semelhantes ao do controle negativo
(p>0,05) para todos os agrotéxicos e doses testadas.

O Indice Mitético é caracterizado pelo nimero de células em divisdo e permite avaliar
o potencial de uma determinada substincia em inibir ou aumentar a proliferacdo celular. Nio
foi possivel observar nenhuma alteragdo no IM, pois os resultados dos grupos expostos foram
semelhantes ao controle negativo.

Ao se comparar as doses (IDA e MS) dos pesticidas é possivel verificar que as doses
referentes 3 IDA/Anvisa e MS dentro de cada agrotéxico nio promoveu alteragio no indice
mitético das radiculas de todos os bulbos tratados (Tabela 1 e Figura 2).

Portanto, podemos afirmar que as doses preconizadas pela Anvisa e o Ministério da
Satde ndo promovem alteracdo na proliferacdo das células das raizes dos bulbos tratados com

os agrotoxicos.

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao. Sao Paulo, v. 10, n. 09, set. 2024.
ISSN: 2675-3375

3477



Revista Ibero-
Americana de
Humanidades,
Cienciase
Educagio

. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacaio — REASE

Na Tabela 1 e Figura 2 também estdo apresentados os valores para Indice de Alteragdes
Celular (IAC), o qual representa o agrupamento de todas as aberragdes cromossémicas
encontradas nas células analisadas e reflete a genotoxicidade dos agrotéxicos estudados.

De acordo com os resultados, os tratamentos com os agrotdéxicos Metamidofds,
Glifosato e Mancozebe nas doses preconizadas pela IDA/Anvisa e Ministério da Satide ndo
promoveram alteragdes (p>0,05) no IAC (indice de Alteracdes Celulares), uma vez que os
resultados dos grupos expostos aos agrotéxicos foram semelhantes ao controle negativo, ou
seja, nio apresentam efeitos genotdxicos. Para essa andlise foram considerados como aberragdes
cromossdmicas, nas diferentes fases da divisdo celular (préfase, metafase, anifase e teléfase),
Célula Ameboide, Célula Binucleada, Microntcleo, Célula poliploide, C-Metifase, Perda
cromossdmica, Aderéncia cromossémica, Atraso cromossdomico, Ponte e Quebra

cromossdmica, as quais estdo apresentadas na Tabela 2 e ilustradas na Figura 3.

Figura 2. Comprimento das raizes (cm), Indice Mitético (IM= (células em divisio/3000)x100) e Indice das Alteracdes
Celulares (IAC=(células com alteracdes/3000)x100), de raizes de A. cepa (cebola) tratadas com as formulagdes comerciais de
metamidofés (Tamaron®BR), glifosato (Glis®480SL) e mancozebe (Dithane®NT) de acordo com as doses preconizadas pela
Anvisa para ingestdo diaria aceitdvel (IDA) e Ministério da Saide (MS) para potabilidade da 4gua, e seus controles positivos
e negativos. Valores representam Média+Desvio Padrdo. # (p<0,05) Dose (IDA versus MS) dentro de agrotéxico. *(p<0,05)
Agrotéxico versus controle positivo dentro de dose.
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Por outro lado, ao se analisar o efeito isolado das ocorréncias das alteragdes celulares
dentro de cada dose de agrotéxico, percebe-se que existe uma variagio significativa (p<o,05).

A ocorréncia de célula Amebébide, Binucleada e Microntcleos foi extremamente baixa,
sendo que os Microntcleos totalizaram somente seis eventos para a dose IDA/Anvisa e quatro
para a dose do Ministério da Satde, distribuidos entre os tratamentos.

Apesar da anilise de varidncia nio mostrar efeito dos agrotdéxicos nas aberracdes
cromossdmicas como um todo, é possivel observar que algumas alteracdes nucleares se
mostraram mais frequentes. Observa-se um aumento (p<o,05) de 139,5% na ocorréncia de
anomalias como Células poliploides (POL), 18306 de Aderéncia cromossémica (ADC) e 539% de
Ponte (Tabela 2). Porém, também foi observada uma diminui¢io (p<o,05) de 86,300 na
ocorréncia das anomalias como C-Metéifase (CM) e de 99,69 para Quebra cromossémica (QB)
(Tabela 2). Essas significativas altera¢des sé foram observadas para a dose IDA/Anvisa. Isso

mostra que os valores para IDA/Anvisa promovem altera¢des no ciclo celular.

Tabela 2 Alteracdes do Ciclo Mitético nos tratamentos Metamidéfos (Tamaron®), Glifosato (Glis®480SL),
Mancozebe (Dithane®NT) para as concentragdes definidas pela IDA/Anvisa e Ministério da Sadde, nas
diferentes fases da divisdo celular (préfase, metafase, anifase e teléfase). *(p< 0,05) versus controle negativo.

TRATAMENTO AM BIN MN POL CM PC ADC ATR PT QB

C() 0,00 3,33 0,00 12,33 7553 L,I3 4,40 2,73 4,13 13,6

*

C(+) 0,07 0,67 0,13 0,60% ,00*  0,00* 0,00¥ 0,20¥ 0,07 2,07

IDA/Anvisa Mt 0,00 0,00 0,27 29,03¥ 1,20% 1,00 m,60% 3,87 6,53*  0,07%

Gl 0,00 0,27 0,00  29,73*¥ 4,00 0,40%  13,20% 2,40 6,47%  0,00%
Mz 0,00 0,00 0,00 28,03* 0,87% 1,13 12,53% 2,67 6,00%*  0,07%
C(-) 0,00 0,20 0,00 14,33 1,53 1,40 6,87 5,60 4,27 0,00
C(+) 0,07 0,00 0,3 0,53% 0,07%  0,67% 0,67% 2,73*  0,00¥ 0,00%
MS Mt 0,00 0,20 0,07 13,33 3,67% 0,60 5,87 3,80% 3,03 0,13
Gl 0,00 0,00 0,07 15,00 2,13 1,33 5,80 4,87 3,47 0,20%

Mz 0,00 0,33 0,00 13,00 3,33 2,53 6,47 5,53 3,40 0,07

AM: Ameboide; BIN: Binucleada; MN: Microntcleo; POL: Célula poliploide; CM: C-Metéfase; PC: Perda
cromossdmica; ADC: Aderéncia cromossémica; ATR: Atraso cromossdmico; PT: Ponte; QB: Quebra
cromossdmica; C(-): controle negativo; C(+): controle positivo; Mt: metamidofés; Gl: glifosato; Mz: mancozebe;

MS: Ministério da Satde; IDA: Ingestio Didria Aceitdvel.

Para a dose do Ministério da Satide, somente o tratamento com metamidofés promoveu

aumento de 139% na ocorréncia de C-Metifase e uma queda de 3206 na ocorréncia de Atraso
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cromossdmico, como também o Glifosato promoveu um ligeiro aumento do nimero de Quebra
cromossdémica.

Ao se comparar as doses da IDA/Anvisa com MS ¢é possivel constatar que a dose
determinada pela Anvisa para os trés agrotéxicos promoveu um aumento (p<0,05) nas
alteracdes do ciclo mitético, sendo 73,39%, 71% e 50% para metamidofds, glifosato e mancozebe,

respectivamente (Tabela 1 e Figura 2).

Figura 3. Alteracdes cromossémicas encontradas nas células meristematicas de raiz de cebola (Allium cepa) de
bulbos tratados com as formulacSes comerciais de Metamidofés (Tamaron®BR), Glifosato (Glis®480SL) e
Mancozebe (Dithane®NT) de acordo com as doses preconizadas pela Anvisa para ingestdo didria aceitdvel (IDA)
e Ministério da Sadde (MS) para potabilidade da 4gua. A: Metafase poliploide; B: Metifase com Aderéncia
Cromossdmica; C: Anifase com ponte; D: C-Metifase; E: Anéfase com atraso cromossdmico, F: Metéfase com
quebra cromossémica, G: Célula binucleada.

DISCUSSAO

Existe uma onda de divisio celular sincronizada nas raizes de cebola, por volta das 15:30
a 16:30h, e a coleta das raizes nesse hordrio tem grande probabilidade de apresentar um maior

ntmero de células em divisdo celular, facilitando a avaliagdo das alteracSes genéticas apds uma
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exposi¢io a um composto quimico especifico. Dessa forma, recomenda-se a coleta das raizes
nesse horério para experimentos com objetivo de avaliacio de genotoxicidade.

O indice de toxicidade mostra que as baixas doses determinadas pela IDA/Anvisa e
MS para os agrotdxicos testados em nosso experimento nio interferem no crescimento das
raizes das cebolas. Isso indica que nio houve nenhum indicador de efeito subletal, nio havendo
nem inibic3o e nem retardo do crescimento da raiz (SOBRERO e RONCO, 2004).

Ao estudar o efeito de diferentes doses e tempos de exposi¢io do inseticida Fipronil,
Pedro (2008) relata que a germinagdo das sementes expostas foi normal, e em consequéncia
disso, as divisdes celulares ocorreram normalmente, uma vez que, nio foram encontradas
células em processo de morte celular e nem alteragio nos indices mitéticos, confirmando que o
inseticida Fipronil nio é citotdxico para A. cepa, corroborando nossos resultados para o
inseticida metamidofés nas doses da IDA/Anvisa e MS, e nos trés diferentes tempos de
exposicio.

Martins et al. (2018) estudaram o efeito de varias dilui¢Ges (0,0001; 0,001; 0,015 0,1; 1, 10 €
100%, equivalente 4 0,4 até 400.000mg/L) do herbicida 2,4-D no crescimento de raizes de cebola
e observaram que essas doses promoveram uma inibi¢io do crescimento das raizes de A. cepa.
Esse herbicida possui mecanismo auxinico somente em dicotileddneas. Um herbicida auxinico
reproduz a acdo do 4cido indolacético, que é uma auxina natural, e em baixas concentracdes,
promove o alongamento da raiz. Por outro lado, concentracées mais altas desse composto
promovem efeitos contrarios, ou seja, inibe o crescimento radicular. Apesar de nio apresentar
um efeito auxinico nas monocotiledéneas como A. cepa, mesmo uma concentragio de 0,4mg/L
(0,4ppm ou 0,0001%) de 2,4-D ainda foi considerada alta o suficiente para inibir o crescimento
das raizes. Em nosso trabalho as doses do herbicida Glifosato testadas (IDA: 0,042mg/Kg PC
ou 0,042ppm; MS: o,5mg/L ou o,5ppm) também nio apresentaram nenhuma alteragio no
crescimento das raizes, apesar das dosagens estarem préximas as estudadas por Martins et al.
(2018).

J4 o glifosato estudado por Kriiger (2009) nas concentragdes de 0,36 a 1,44mg/L (1 a
4uL/L a 36060m/v de sal de glifosato) mostrou uma inibi¢do do crescimento das raizes que variou
de 37 a 58% em fungio da dose, em rela¢do ao observado no controle negativo. Porém, a menor

dose utilizada por Kriiger (2009) é pelo menos 8,5 vezes maior que a dose utilizada em nosso

trabalho.
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Kriiger (2009) avaliou também os efeitos téxicos do fungicida Mancozebe. A menor
dose utilizada por ele foi de 250mg/L ou 250ppm, ou seja, aproximadamente 8.300 vezes maior
que a dose de mancozebe utilizada em nosso trabalho (IDA/Anvisa: 0,03mg/Kg ou 0,03ppm).
Essa alta dose utilizada por Kriiger (2009) promoveu uma inibi¢do no crescimento das raizes.
Por outro lado, as doses da IDA/Anvisa e MS utilizada em nosso trabalho nio promoveram
efeitos tdéxicos, pois as raizes desse tratamento apresentaram crescimento normal durante todo
periodo de incubacio.

Assim como a toxicidade é utilizada para avaliar o efeito citotéxico desses pesticidas o
Indice mitético (IM) também tem a mesma finalidade, pois busca observar a capacidade de
proliferacdo celular nas radiculas (SOARES et al., 2024 e ALMEIDA et al., 2021). Esses autores
afirmam que as alteragdes citotdxicas que inibem a divisdo celular sio evidenciadas por um
Indice Mitético (IM) significativamente menor que o do controle negativo. J4 valores de IM
significativamente maiores que controle negativo indicam alteracSes na divisdo celular, que
interferem no ciclo celular e aumentam a probabilidade das células realizarem um check-point
para iniciar uma nova rodada de mitose (SOARES et al., 2024 e ALMEIDA et al., 2021).

Martins et al. (2018) afirmam que o herbicida Tordon® na concentragio de o,01%
(40mg/L ou 4oppm) apresentou efeitos citotéxicos nas raizes de A. cepa. Por outro lado, Pedro
(2008) ao estudar o inseticida Fipronil, e Rodriguéz et al. (2015) ao estudar o inseticida
Imidaclorpid, ndo observaram alteracdes do Indice Mitético. Da mesma forma, a exposigio dos
bulbos deste experimento aos trés diferentes agrotéxicos (Tamaron-Metamidofés; Glis480SL-
Glifosato e Dithane-Mancozebe) e nas doses testadas, IDA/Anvisa e Ministério da Saude,
também ndo promoveu alteracdes do indice mitdtico das raizes, provando que nessas doses
esses trés pesticidas nio tém potencial em inibir ou aumentar a proliferagio celular.

Porém, Silva Souza et al. (2024) verificaram um efeito dos herbicidas 2,4-D e Glifosato
no indice mitético, sendo que uma dose de g4ooug/L de 2,4-D inibe o indice mitético e as doses
de 0,65 e 65ug/L de Glifosato estimulam o indice mitético. O trabalho desses autores comprova
que a exposicdo de baixas doses (permitida pela legislagdo brasileira) aos herbicidas estudados
promovem efeitos citotéxicos.

No que diz respeito a genotoxicidade os resultados de nossas anélises demonstram que
as doses utilizadas nio promoveram alteracées no indice de genotoxicidade, uma vez que os

resultados dos grupos expostos aos agrotéxicos foram semelhantes ao controle negativo.
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Ao se analisar isoladamente os grupos expostos com a dose IDA/Anvisa verifica-se um
aumento do Indice de Alteragdes Celulares (IAC). E possivel observar que houve um aumento
do nimero de células poliploides, aderéncias cromossdmicas e pontes, e uma diminui¢io no
nimero de C-metéfase e quebras cromossémicas.

Isso sugere que as doses recomendadas pela Anvisa, para os trés agrotéxicos estudados,
estimula o aparecimento de alteracGes celulares durante a divisdo celular, mas n3o é possivel
afirmar que esse efeito é resultado da variagio da dose, uma vez que o controle negativo
também apresentou uma variagio do IAC, com um aumento de 44% (p<0,05) para a dose da
IDA. Apesar dos controles IDA e MS apresentarem essa variagio significativa entre as doses,
nio sabemos explicar o porqué dessa variagio.

Porém, Silva Souza et al. (2024) afirmam que os herbicidas 2,4-D e Glifosato promovem
aumento na frequéncia de aberracSes cromossémicas e microntcleo, e afirmam que, a
exposicio a baixas doses (permitidas pela legislacdo Brasileira) promove efeitos genotéxicos.

Souza (2010) descreve uma inducdo de alteracdes cromossémicas para o inseticida
Fipronil, registrando a ocorréncia de células com perdas cromossémicas, C-metifases e
aderéncia cromossdmica, corroborando nossos resultados.

Dentre todas as aberragdes observadas por Souza (2010) as células poliploides, as células
com aderéncia cromossdmica e com ponte foram as mais frequentes. Em nosso trabalho
também podemos observar um aumento dessas mesmas altera¢des cromossdmicas, para o
Metamidofés, Glifosato e Mancozebe.

A aderéncia cromossdmica reflete efeitos altamente téxicos, geralmente irreversiveis,
que podem levar i formacgio de pontes cromossémicas devido 4 falha na separacdo dos
cromossomos aderidos durante a anafase (SABEEN et al., 2020 e RABELO e CORREIA, 2024).

De acordo com Silva et al. (2024) um agente quimico é considerado genotéxico, quando
danifica o DNA de forma direta ou indireta. Apesar disso, ndo é possivel afirmar que este
inseticida Metamidofés é genotdxico, mas é possivel afirmar que, assim como Finopril, o
Metamidéfos apresentou uma maior agdo no citoplasma do que no ndcleo celular devido a
ocorréncia das alteragdes nucleares encontradas.

Fernandes et al. (2007) estudaram a Trifuralina, que é um herbicida microtibulo
despolimerizante, pois é capaz de promover mudangas criticas no processo de divisdo celular,
podendo resultar em instabilidade gendmica. Esses autores relatam a agio desse herbicida em

duas versdes, a primeira é a ligagdo do herbicida as moléculas da proteina tubulina, impedindo
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a polimerizacdo dos microtiibulos, e a segunda, é 0o aumento do contetido de fons célcio nas
células, promovendo problemas na regulagio polimerizante/despolimerizante dos
microtibulos, na qual a alta concentragio de cilcio certamente interfere na atividade das
enzimas que controlam esse processo.

O complexo herbicida-tubulina formado, inviabiliza a polimeriza¢io dos microtibulos
e consequentemente, dos fusos mitdticos. Essa estrutura é uma das responsaveis pelo sucesso
da divisdo celular, e sua auséncia pode ocasionar alteracées como C-metéfases e células
poliploides.

Células poliploides acontecem também devido ao impedimento do processo de
citocinese, em decorréncia da dificuldade na formacdo do fragmoplasto (FERNANDES, 2007).
A auséncia do fragmoplasto impede a formacao de células filhas, originando células poliploides,
as quais tendem apresentar maior concentragio cromossdmica, que pode acarretar aderéncias
cromatidicas e cromossémicas.

A aderéncia cromossdmica é um sinal comum da acdo téxica sobre material genético e
decorre, provavelmente, em um efeito irreversivel para células (FISKEJO e LEVAN, 1903 e
1985; MARCANO e DEL CAMPO, 1995; MARCANO et al.,1998).

A Nota Técnica n.23 publicada pela Anvisa (2018), que sugere a revisio da dose de
ingestdo didria aceitdvel (IDA), concluiu que, quanto as propriedades proibitivas de registro,
previstas na Lei 7.802, de 11 de julho de 1989 (Lei dos Agrotéxicos), o glifosato ndo apresenta
caracteristicas mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas, nio é desregulador endécrino e nio
é toxico para a reprodugio. Além disso, essa nota técnica aponta que nio ha evidéncias
cientificas de que o glifosato cause mais danos a saiide que os testes com animais de laboratério
puderam demonstrar. Apds a reavaliagio dos estudos cientificos foram determinados novos
parimetros de referéncia de avaliacdo de risco do glifosato, definindo uma nova IDA para o
Glifosato com valores de o,5mg/Kg de peso corporal/dia (ANVISA, 2024), o que representa
um aumento de 12 vezes ao valor anterior (0,042mg/Kg de peso corporal - ANVISA, 2015).

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, de fato as raizes expostas a
antiga dose de IDA/Anvisa de 0,042mg de glifosato/Kg PC/dia nio apresentou nenhuma
alteracio na citoxicidade ou genotoxicidade, resta saber se esse aumento de 12vezes também
nio é prejudicial a célula.

No caso do fungicida mancozebe estudos relatam um aumento significativo de danos

ao DNA em células de ratos Wistar expostas in vitro (CALVIELLO et al., 2006). O grupo de
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Georgian et al. (1983) também estudaram os efeitos do Mancozebe sobre as células de medula
4ssea de ratos Wistar (in vivo) e sobre linfécitos humanos (in vitro), e revelaram um aumento
nas frequéncias de aberracées cromossdmicas de modo dose-dependente nessas células.

A atividade genotéxica do Mancozebe também foi documentada em um estudo
realizado por Kriiger (2009), revelando um aumento na frequéncia de anormalidades na divisdo
celular em raizes de bulbos de Allium cepa expostos a uma formulacio comercial do produto.
Outro estudo da agio do Mancozebe nio mostrou efeito de indug¢io de danos ao DNA dos
eritrécitos de peixes (Astyanax jacuhiensis, uma espécie de lambari) (GOLDONI, 2012).

Em nosso estudo também ndo foi observado nenhuma alteracio téxica ou genotéxica
dos tratamentos, corroborando com estudo de Goldoni (2012). Apesar disso, ndo se pode
descartar a possibilidade de efeitos genotéxicos desse fungicida com concentracdes mais
elevadas ou com maior tempo de exposicio.

Portanto, é possivel inferir que as doses recomendadas pela Anvisa/IDA e Ministério
da Satde para a potabilidade da 4gua nio provocam efeitos de toxicidade e genotoxicidade em
testes com Allium cepa. Porém, nio podemos descartar os perigos dos agrotéxicos em outros
sistemas, como nos vertebrados, pois existem muitas evidéncias cientificas testando outras

doses e outros produtos comerciais e obtendo resultados preocupantes.

CONCLUSAO

As doses IDA/Anvisa e Ministério da Satide para Tamaron (Metamidofés), Glis480SL
(Glifosato) e Dithane (Mancozebe) ndo mostraram efeitos téxicos, e nem promoveram
alteracdes na proliferagio das células das raizes de bulbos de Allium cepa. O tempo de exposicdo
dos bulbos também n3o mostrou influéncia nos resultados de toxicidade e genotoxicidade. Por
outro lado, a dose IDA/Anvisa para Tamaron (Metamidofés), Glis480SL (Glifosato) e
Dithane (Mancozebe) promoveu alteracdes no ciclo mitético, sendo constatada a ocorréncia de
células poliploides, C-Metifase, Perda cromossémica, Aderéncia cromossdmica, Atraso
cromossdmico, Ponte e Quebra cromossémica, o que na verdade mostra um efeito genotédxico

para esses agrotéxicos, mesmo em baixas doses.
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