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RESUMO

SANTOS, ISIS DE JESUS GUERRA SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus
Rio Verde — GO, 20 de fevereiro de 2020. Aspectos genotdxicos e citotoxicos de
fungicidas: uma revisdo global. Orientadora: Dra. Maria Andréia Corréa Mendonca.
Co-orientadora: Dra. Lia Raquel de Souza Santos.

Fungos sdo os principais causadores de danos as culturas em todo o mundo. Sendo
assim, fungicidas sdo utilizados extensivamente, pois, controlam doengas fungicas por
inibir ou matar o fungo causador da doenga. No entanto, a aplicagdo incessante desse
pesticida pode causar danos ambientais, uma vez que podem afetar organismos nao
alvos. Dentro os efeitos negativos do uso de fungicidas destacam-se os efeitos
genotoxicos e citotoxicos, que podem causar danos tanto em nivel celular, como
fisiologico e/ou morfologico. Diferentes tipos de bioensaios tém sido propostos para o
monitoramento de genotoxicidade ambiental. Os bioensaios investigam os efeitos dos
fungicidas em um organismo bioindicador. Os bioindicadores sdo uma parte importante
do biomonitoramento e fornecem um meio rapido e barato para a avaliacdo da
toxicidade. As plantas sdo excelentes para estudos de biomonitoramento. No entanto,
outros organismos também podem ser utilizados como modelos para estudo. Os
bioensaios para avaliacdo de genotoxicidade compreendem aberracfes cromossdmicas
(ACs), teste de micronucleo e ensaio cometa. E para avaliagdo da citotoxicidade
compreendem o teste de Allium cepa e ensaio MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5diphenyltetrazolium bromide]. Os danos genotoxicos podem ser definidos como
alteracdes no DNA (acido desoxirribonucleico). E os danos citotoxicos causam efeito
toxico no nivel celular. Entre os efeitos toxicos, podem ser morte celular, alteragdes na
permeabilidade da membrana, ou a inibicdo enzimatica. O presente estudo procura
investigar a colaboracdo cientifica e a tendéncia global acerca de estudos de
genotoxicidade e citotoxicicidade de fungicidas.

PALAVRAS-CHAVE: pesticidas, bioensaio, bioindicador, biomonitoramento.
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ABSTRACT

SANTOS, ISIS DE JESUS GUERRA SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus
Rio Verde — GO, February, 20th, 2020. Genotoxic and cytotoxic aspects of
fungicides: a global review. Advisor: Dr. Maria Andréia Corréa Mendonca. Co-
advisor: Dr. Lia Raquel de Souza Santos.

Fungi are a major cause of crop damage worldwide. Thus, fungicides are used
extensively in order to control fungal diseases by inhibiting fungi growth or eliminating
them. However, the overuse of this agrochemical may lead to environmental damage as
it may affect non-target organisms. Among the negative effects of the fungicides
overuse on non-target organisms are genotoxic and cytotoxic effects, which can cause
damage at cellular, physiological and / or morphological level. Different types of
bioassays have been proposed for monitoring environmental genotoxicity. Bioassays
investigate the effects of fungicides on a bioindicator organism. Bioindicators are an
important part of biomonitoring and provide a quick and inexpensive means for toxicity
assessment and plants are excellent for biomonitoring studies. However, other
organisms can also be used as models for study. The bioassays assessment for
genotoxicity include chromosomal aberrations (CAs), micronucleus testing and comet
assay, while assessment for cytotoxicity ainclude the Allium cepa test and MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5diphenyltetrazolium bromide] assay. Genotoxic damage
can be defined as changes in DNA (deoxyribonucleic acid), while cytotoxic considers
damage at the cellular level. Toxic effects may include cell death, changes in membrane
permeability, or enzymatic inhibition. The present study seeks to investigate the
scientific collaboration and the global trend regarding fungicide genotoxicity and
cytotoxicity studies.

KEY WORDS: pesticides, bioassay, bioindicator, biomonitoring.



1. INTRODUCAO GERAL

Uma das principais preocupacdes dos produtores agricolas é aumentar a
producdo de culturas, buscando maiores rendimentos e reduzindo as perdas pos-
colheita. Sendo assim, pesticidas sdo utilizados extensivamente, pois combatem as
pragas e as doencas de forma eficiente e relativamente rapida. Dentre os pesticidas mais
amplamente utilizados encontram-se os fungicidas, os herbicidas e os inseticidas (Cayir
et al., 2016; Chauhan et al., 2017).

No entanto, a aplicacdo incessante desses pesticidas pode causar danos
ambientais, uma vez que podem afetar organismos ndo alvos. Nesse sentido, 0 uso
desses quimicos pode gerar efeitos negativos na fauna e flora em aspectos bioquimicos,
fisiologicos e/ou moleculares (Schwarzbacherova et al., 2017). Dentro os efeitos
negativos que o uso de pesticidas pode causar nos organismos nao alvos, destacam-se 0s
efeitos genotoxicos e citotoxicos, que podem causar danos tanto em nivel celular, como
fisiologico e/ou morfoldgico (Wandscheer et al., 2017). Alguns pesticidas podem ser
toxicos em diferentes organismos, podendo influenciar na sobrevivéncia, fertilidade e
composicao genética das populacées.

Para tanto, a ecotoxicologia explica a relacdo entre os poluentes quimicos, o
ambiente em que séo liberados e a biota naquele ambiente. Por isso, 0 estudo dessas
substancias deve ser realizado, para que seus riscos potenciais possam ser definidos, e
assim, medidas possam ser tomadas para atenuar 0s provaveis impactos por meios de
acOes regulatorias e técnicas (Carvalho; Pivoto, 2011).

Diferentes tipos de bioensaios tém sido propostos para 0 monitoramento de
genotoxicidade ambiental. Geralmente, as plantas sdo utilizadas para avaliacdo da
citotoxicidade e genotoxicidade de pesticidas, uma vez que sdo reconhecidas como
excelentes modelos de deteccdo de agentes mutagénicos ambientais, sendo, portanto,

frequentemente usadas para estudos de biomonitoramento (Wandscheer et al., 2017).



No entanto, outros organismos tais como bactérias (Martinez et al., 2015), algas (Morais
et al., 2017), insetos (Radko et al., 2017), moluscos (Kanemoto-Kataoka et al., 2017),
peixes (Bonilla et al., 2017), aves (Lone et al., 2017) e mamiferos (Bayram, 2016)
também podem ser utilizados como modelos para estudo em ecotoxicologia. Séo
analisados geralmente culturas celulares de mamiferos, peixes e aves, dentre elas,
células sanguineas (linfécitos, leucdcitos, macréfagos), células mononucleares de
sangue periférico, timocitos, células hepaticas, fibroblastos e células intestinais (Juarez
et al, 2016; Patriota et al., 2016; Akyil et al., 2016; Pierrard et al, 2012).

1.1-  Uso de fungicidas

Os fungos séo os principais causadores de danos as culturas em todo o0 mundo
(Mcgrath, 2012). Os fungicidas sdo pesticidas utilizados na protecdo de plantas. A
aplicacdo massiva de pesticidas € parte integrante da agricultura moderna. Sua utilidade
foi demonstrada pelo controle de doengas e melhor desempenho de numerosas culturas,
com impacto econdmico-social benéfico (FAO, 2020). Portanto, o fungicida é um tipo
especifico de pesticida que controla doengas fangicas por inibir ou matar o fungo
causador da doenca (Mcgrath, 2012).

A classificacdo dos fungicidas é feita de acordo com sua natureza quimica e
modo de agdo contra fitopatdgenos, podendo ser protetores ou de contato, erradicantes e
sistémicos (Garcia, 1999).

Os fungicidas protetores ou de contato sdo efetivos quando aplicados antes da
contaminacdo do hospedeiro pelo patdgeno, impedindo ou reduzindo as chances de
ocorréncia da doenca, sdo exemplos os fungicidas Tiram® (Fig. 2 A), Ziram®, Maneb®
(Fig. 2 B) e Mancozeb (Fig. 2 C) @ (ditiocarbamatos) (Garcia, 1999).

Os erradicantes sdo fungicidas que atuam diretamente sobre o patdgeno,
elimininando-o. Sdo exemplos os fungicidas a base de enxofre, como Cloropricina® e

Dazonet® (Garcia, 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25230876
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Fig. 1 - Estrutura quimica dos fungicidas Tiram®(A), Maneb® (B) e Macozeb® (C).
Fonte: Adaptado de Silva (2005).

O uso de fungicidas iniciou-se em 1882, em Bordeaux, Franca, e atualmente os
fungicidas representam um dos principais métodos de controle de doencas de plantas. A
facilidade de aplicacdo e os resultados imediatos obtidos os tornaram amplamente
difundidos em diversas culturas (Ghini; Kimati, 2002).

O Brasil é um dos principais produtores agricolas do mundo. De acordo com o
altimo Censo Agropecuéario do ano de 2017 (Censo Agro, 2017), havia 5,072 milhdes
de empresas agropecuarias no ano de 2017, o que representava 350,253 milhdes de
hectares. Isso gera uma grande demanda e consumo de produtos ou compostos quimicos
denominados pesticidas ou agrotdxicos, dentro desse grupo tem-se herbicidas,
fungicidas, inseticidas, entre outros. Com isso, 0 pais tornou-se 0 maior consumidor
dessas substancias no mundo desde 2008, sendo responsavel por 86% do consumo de

agroquimicos na América Latina (Lopes; Albuguerque, 2018).
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Fig. 2 - Estrutura quimica dos fungicidas Benomyl® (A) e Imazalil® (B). Fonte:
Adaptado de: Pereira (2004) e Janke (2015).

No entanto, o uso incessante de fungicidas pode causar danos ambientais
(Schwarzbacherova et al., 2017), pois contaminam o solo, a agua, a agua subterranea, 0s
animais, sdo perigosos para a saude dos trabalhadores que lidam com esse tipo de
produto e as comunidades rurais proximas as plantacdes que fazem uso de pesticidas
(Vasconcelos, 2018), uma vez que podem ser toxicos e / ou genotoxicos e citotoxicos
em diferentes organismos, causando efeitos negativos nos mesmos (Wandscheer, et al.,
2017). Estima-se que cerca de 200.000 pessoas em todo o mundo morrem a cada ano
por intoxicacdo aguda por pesticidas - principalmente trabalhadores rurais e
comunidades. No Brasil, 84.200 pessoas foram envenenadas pela exposicdo a pesticidas
entre 2007 e 2015, ou uma média de 25 pessoas por dia (Vasconcelos, 2018). Devido ao
uso indiscriminado de fungicidas e outros pesticidas é necessario aferir os possiveis
danos desses quimicos em diferentes organismos, para isso sdo utilizados o0s bioensaios,
experimento cientifico que investiga os efeitos de uma substancia quimica em um 6rgao

isolado ou em um organismo chamado de bioindicador.

1.2- Bioensaios

Bioensaio é um experimento cientifico que investiga os efeitos de uma
substancia em um 6rgdo isolado ou em um organismo (bioindicador). E essencial no
desenvolvimento de novas drogas e monitoramento de poluentes no meio ambiente. Ja

um bioindicador é um organismo (ou partes de um organismo ou comunidade) que



reflete os diferentes niveis de contaminacdo ambiental, em ecossistemas reais ou em
condicdes laboratoriais (Souza et al, 2016).

Bioindicadores sdo uma parte importante do biomonitoramento e refletem a
biodisponibilidade de contaminantes, fornece um meio rapido e barato para a avaliagcdo
da toxicidade, podem servir como marcadores de classes de produtos quimicos e servem
como um alerta precoce do estresse da populacdo e da comunidade (Hoffman et al,
2003).

Nos anos 50 e 60 a ecologia e a genética se uniram e desenvolveram os
primeiros testes rapidos e eficientes hoje utilizados em genotoxicidade. A maioria dos
testes genéticos busca agentes que podem afetar o genoma. Devido a universalidade do
cddigo genético, um agente que pode causar danos ao DNA tem potencial genotdxico
em qualquer tipo de célula, seja ela, animal, vegetal ou de micro-organismos. No
entanto, diferentes organismos possuem mecanismos de reparagdo e desintoxicacao que
variam consideravelmente, tornando diferente a resposta destes organismos a agentes
genotoxicos. Para evitar este problema e suprir a necessidade de informacgdes em
mutagénese e carcinogénese foram criadas estratégias de avaliacdo em testes in vitro e
in vivo em varios organismos modelos, estes organismos sdo valiosos para detectar
alteracdes no ambiente (Erdtmann, 2003).

Os bioensaios para avaliacdo de genotoxicidade compreendem aberracdes
cromossdmicas (ACs), que sdo quaisquer mudangas na estrutura do cariotipo, que criam
um novo contexto genético pela movimentacdo do DNA, diferente do original; troca de
cromatides irmds — sister chromatid exchange (SCE), que consiste durante a divisao
celular, segmentos de DNA resultantes da replicacdo trocam de lugar, simetricamente;
mutacdes pontuais e oncogénicas, sdo alteracGes diretamente no DNA com delecdes,
duplicacGes e/ ou alteracbes de pares de bases; micronlicleos (MN), consiste na
formacdo de pequenos nicleos representando o material genético que foi perdido pelo
nacleo principal, como consequéncia de um dano genético que pode ser causado por
agentes fisicos e quimicos ou bioldgicos; e 0 ensaio cometa, utilizado para avaliar
lesbes no DNA, causado por agentes quilantes , intercalantes e oxidantes (Valente et al.,
2017; Erdtmann, 2003). Além disso, as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo estao
envolvidas no metabolismo de espécies reativas, que podem gerar dano celular,
inclusive no material genético.

Ensaios de citotoxicidade também tém sido amplamente utilizados e se

traduzem bem como pelo aparecimento de alteracdes morfologicas quando as células



sd0 expostas a agentes externos. A base dos bioensaios de citotoxicidade estd na
avaliacdo da interferéncia induzida por agentes quimicos nos processos metabdlicos
celulares e na investigacdo da maneira como esses processos podem vir a intervir no
crescimento/multiplicacdo celular, ou na morte celular, reduzindo, assim o nimero de
células viaveis se comparado com culturas controles ndo-tratadas; um exemplo € o teste
Allium cepa, que consiste na observacdo de alteragdes celulares durante a divisdo
celular da raiz de cebola; e o0 ensaio de MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5diphenyltetrazolium bromide], que mensura a atividade mitocondrial de células vivas
e representa um parametro de suas atividade metabdlica (Abreu, 2008; Andrighetti-
Frohner, 2003; Oliveira, 2009).

Os organismos utilizados para avaliacéo da citotoxicidade e genotoxicidade de
fungicidas sdo diversos, sendo assim, o presente estudo procura avaliar os efeitos
citotoxicos e genotoxicos de fungicidas, em organismos alvo e nédo alvo, e conhecer a
quais grupos quimicos esses fungicidas pertencem.

Com base no exposto, o presente trabalho investiga a colaboracgéo cientifica e a

tendéncia global acerca de estudos de genotoxicidade e citotoxicicidade de fungicidas.
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2. OBJETIVOS

2.1-  Objetivo Geral:

Descrever e discutir a tendéncia temporal da producdo cientifica global acerca
dos estudos de genotoxicidade e citotoxicidade de fungicidas, a fim de conhecer os
principais efeitos associados ao uso desses compostos em organismos alvos e ndo-alvos,
bem como o conjunto de técnicas utilizadas nos estudos ecotoxicologicos para essas

substancias.

2.2-  Objetivos Especificos:

-Conhecer os grupos quimicos de fungicidas que mais estdo causando danos aos
modelos.

-Classificar os tipos de danos: celular, fisiologico e anatdmico/morfolégico oriundo dos
fungicidas.

-ldentificar a natureza das pesquisas cientificas sobre genotoxicidade e citotoxicidade
quanto aos trabalhos laboratoriais e investigacdes em campo.

-Conhecer a colaboracdo cientifica de diferentes paises acerca dos estudos sobre

genotoxicidade e citotoxicidade de fungicidas.
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DANO GENOTOXICO E CITOTOXICO ATRIBUIDO A FUNGICIDAS: O
CENARIO GLOBAL

RESUMO

A maior demanda por rendimentos e pela reducdo das perdas em sistemas agricolas tem
levado a um crescente uso de pesticidas. Porém, pesticidas podem causar danos
ambientais, afetar organismos ndo-alvos e causar efeitos negativos que influenciam a
sobrevivéncia, fertilidade e composicdo geneética. Dentre esses efeitos destacam-se 0s
genotoxicos e citotdxicos, que podem perturbar a vida ou induzir a morte tanto em nivel
de célula como de organismo. Assim, esse trabalho foi conduzido com objetivo de
relatar as principais tendéncias da literatura cientifica sobre estudos dos efeitos
citotoxicos e genotdxicos de fungicidas, bem como conhecer os principais fungicidas e
suas acdes em organismos nao alvo; os tipos de danos causados, a natureza das
pesquisas cientificas e os principais paises que colaboraram com a producdo cientifica.
A anéalise permitiu identificar que o numero de estudos sobre citotoxicidade e
genotoxicidade de fungicidas vem aumentando nos ultimos anos, sendo o Mancozeb e
Carbendazim os fungicidas mais citados. As pesquisas utilizando mamiferos como
modelo apresentaram um crescimento significativo ao longo dos anos. A maioria dos
danos relatados sdo os celulares. Esses resultados somam aos esforcos de conservacao
da biodiversidade por meio do direcionamento de pesquisas futuras para identificacdo e

aspectos da utilizacdo de produtos menos danosos ao ambiente.

Palavras-chave: Pesticida; Citotoxicidade; Genotoxicidade; Bioindicadores.
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GENOTOXIC AND CYTOTOXIC DAMAGE CAUSED BY FUNGICIDES: THE
GLOBAL SCENARIO

ABSTRACT

The increasing demand for crop yielding and decrease in losses in agricultural systems
has led to increasing pesticides overuse. However, pesticides can lead to environmental
damage and this may affect non-target organisms leading to negative effects that
influence survival, fertility and genetic makeup. Among these effects, come up the
genotoxicity and cytotoxicity, which can disrupt life or induce death at both cell and
organism levels. Thus, this has been carried out to report the main trends in scientific
literature to seek for studies of cytotoxic and genotoxic effects of fungicides, as well as
to identify the main fungicides and their effects in non-target organisms; the types of
damage caused, the nature of scientific research and the main countries that collaborate
with scientific production. The analysis carried out showed that the number of studies
about cytotoxicity and genotoxicity of fungicides has been increasing in recent years,
and mancozeb and carbendazim are the most cited fungicides. The researches using
mammals as models of study has been increasing and the celullar damages are most
reported. These results can add efforts to biodiversity conservation by guiding future

research to identify less environmentally harmful products.

Key-Words: Pesticide; Cytotoxicity; Genotoxicity; Bioindicators.
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3.1. INTRODUCAO

Uma das principais preocupagdes dos produtores agricolas é aumentar a
producdo de culturas, buscando maiores rendimentos e reduzindo as perdas pos-
colheita. Sendo assim, pesticidas sdo utilizados extensivamente, pois, combatem as
pragas de forma eficiente quando comparado a outros métodos. Dentre os pesticidas
mais amplamente utilizados, encontram-se os fungicidas, os herbicidas e os inseticidas
(Cayir et al., 2016; Chauhan et al., 2017). Nesse estudo enfatizaremos nos fungicidas,
uma vez que os fungos sdo os principais causadores de danos as culturas em todo o
mundo. No entanto, o uso incessante de fungicidas no combate a pragas pode causar
danos ambientais quando esses produtos atingem organismos nao alvos
(Schwarzbacherovaet al., 2017).

Pesticidas podem contaminar o solo, a agua, agua subterranea, humanos e
animais. Estima-se que cerca de 200.000 pessoas em todo o mundo morrem a cada ano
por intoxicacdo aguda por pesticidas - principalmente trabalhadores rurais e
comunidades. No Brasil, 84.200 pessoas ja foram envenenadas pela exposicdo a
pesticidas entre 2007 e 2015, uma média de 25 pessoas por dia. A exposicdo dos
trabalhadores agricolas a pesticidas aumenta o risco de varias formas de cancer, além de
disturbios hormonais e defeitos congénitos (Vasconcelos, 2018). Sua toxicidade pode
resultar em efeitos negativos aos organismos, como danos genotoxicos e citotoxicos
(Wandscheer et al., 2017).

Os danos genotdxicos podem ser definidos como alteracdes no DNA (&cido
desoxirribonucleico). Os indicadores de genotoxicidade permitem avaliar os efeitos de
exposicdes ao material genético por meio da avaliacdo de mutacdo génica, dano
cromossdmico ou lesdo no DNA. Com isso, pode-se inferir 0 qudo nocivo é uma
substancia para as células, podendo culminar ou ndo em morte celular (Erdtmann,

2003). Ja os danos citotoxicos causam efeito tdxico no nivel celular. Entre os efeitos
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toxicos, pode ser citada a morte celular, alteracbes na permeabilidade da membrana, ou
a inibicdo enzimatica. Os testes de citotoxicidade sdo valiosos para a compreensdo do
comportamento biolégico dos materiais avaliados (Oliveira 2009).

Diferentes tipos de bioensaios tém sido propostos para 0 monitoramento de
genotoxicidade ambiental em uma série de organismos. Geralmente, as plantas sdo
utilizadas como organismos modelos para avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade
de pesticidas, uma vez que sdo reconhecidas como excelentes modelos de deteccdo de
agentes mutagénicos ambientais (Wandscheer et al., 2017). Outros organismos também
tém sido investigados como, bactérias (Martinez et al., 2015), algas (Morais et al.,
2017), insetos (Radko et al.,2017), moluscos (Kanemoto-Kataoka et al.,2017), peixes
(Bonilla et al., 2017), aves (Lone et al., 2017) e mamiferos (Bayram 2016). Para
mamiferos, peixes e aves, geralmente utilizam culturas de células, dentre elas, células
sanguineas (linfdcitos, leucdcitos, macrdéfagos), células mononucleares de sangue
periférico, timocitos, células hepaticas, fibroblastos e células intestinais (Juarez et al.,
2016; Patriotaet al., 2016; Akyil et al., 2016; Pierrard et al.,2012).

Com base no exposto, aqui, investigamos a producéo cientifica acerca de danos
genotoxicos e citotoxicos causados por fungicidas. Buscamos conhecer os principais
fungicidas estudados e suas a¢des em organismos nao-alvo, bem como os tipos de danos
causados e 0s principais paises que colaboraram com a producgdo cientifica. Dessa
forma, foi possivel descrever a tendéncia cientifica sobre estudos que abordaram os
danos genotoxicos e citotoxicos causados por fungicidas, de forma a direcionar

pesquisas futuras.

3.2. METODOLOGIA DA PESQUISA

O estudo foi realizado por meio das bases de dados da Web of Science
(<www.isiknowledge.com>), Scopus (<www.scopus.com/>) e Scielo
(<www.scielo.org/>). A plataforma Web of Science é umas das bases de dados mais
recomendadas do mundo, abrangendo as areas das ciéncias, ciéncias sociais, artes e
humanidades; a Scopus consiste em uma base de dados de resumos e de citacBes da
literatura cientifica e de fontes de informacdo de nivel académico na Internet, indexa
mais de 23 mil periodicos, cerca de 265 milhGes paginas da Internet, 18 milhGes de

patentes, além de outros documentos; e a Scielo € um modelo para a publicacéo
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eletrbnica cooperativa de periodicos cientificos na Internet que foi especialmente
desenvolvido para responder as necessidades da comunicagdo cientifica nos paises em
desenvolvimento e, particularmente, na América Latina e Caribe, proporcionando uma
solucdo eficiente para assegurar a visibilidade e o acesso universal a sua literatura
cientifica (Lourenzani, 2018).

A investigagdo da tendéncia cientifica com tema fungicida foi realizada de
forma independente para os temas citotoxicidade e genotoxicidade. Assim, duas
combinagdes de palavras-chave, cytotoxicity, fungicide e genotoxicity, fungicide, foram
utilizadas para selecdo dos trabalhos. As buscas foram realizadas desde o periodo mais
remoto estabelecido nas bases de dados, até dezembro de 2018.

Para cada artigo foram examinadas as seguintes variaveis: nome do fungicida,
grupo quimico do fungicida, organismos alvo e ndo alvo, tipo de estudo (se é
experimental ou campo), origem do composto quimico (sintético ou natural), grupo
taxondbmico  utilizado  (organismos  testes), tipo de dano (fisiologico,
anatomico/morfolégico e celular), organismo alvo (patdgeno), técnicas utilizadas
(biomarcador, entre outros), efeito do fungicida (genotoxicidade e citotoxicidade), pais
e ano de publicacao.

Uma andlise de correlacdo de Pearson (P <0,05) foi utilizada entre um nimero
de artigos em relacdo ao ano de publicacdo, para descrever a tendéncia temporal de cada
tematica (genotoxicidade e citotoxicidade). Os principais paises, tipos de estudos e
grupos taxondmicos sdo apresentados por meio de dados descritivos. A nacionalidade
dos autores foi feita olhando a filiacdo do primeiro autor e do autor para

correspondéncia.

3.3. RESULTADOS

Aqui rastreamos a producdo cientifica relativa a estudos acerca dos danos
citotoxicos e genotoxicos causados por fungicidas em artigos indexados nas trés bases
de dados (Web of Science, Scopus e Scielo), considerando o periodo mais remoto até o
final de 2018. A investigacdo resultou em um total de 570 artigos sobre fungicidas de
acdo citotoxica e 428 artigos com enfoque em genotoxicidade. Os artigos que se
repetiam nas bases de dados foram retirados, para que ndo houvesse sobreposicdo de

dados, e assim, 187 artigos sobre citotoxicidade de fungicidas e 117 que abordavam os
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aspectos genotdxicos foram selecionados para prosseguir as analises. Uma avaliagdo
temporal do nimero de artigos (Fig. 3) mostra um aumento nas publicagdes sobre acao
citotoxica de fungicidas nos ultimos 44 anos (r = 0.83, p < 0,0001; publicacbes de 1974-
2018), bem como evidencia um ndmero crescente de artigos investigando
genotoxicidade ao longo dos dltimos 30 anos (r = 0,76; p < 0,0001; publicacGes de
1988-2018).

20

18 ™ Citotoxicidade: r = 0.83; p < 0.0001

61 ™ Genotoxicidade: r = 0.76; p < 0.0001
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Fig. 3 - Variagdo do nimero de publicacbes sobre citotoxicidade e genotoxicidade de
fungicidas, entre 1974 e 2018.

A producdo cientifica foi desenvolvida por autores de aproximadamente 36
nacionalidades em trabalhos sobre citotoxicidade e 44 sobre genotoxicidade (Fig.4). Em
geral, paises mais desenvolvidos lideraram o ranking em colaboracéo cientifica para
danos citotoxicos, como, Estados Unidos (17,68% dos trabalhos, n = 32), Italia
(11,05%; n = 20), Turquia (8,84%; n = 16), Franca (6,63%; n = 16) e China (5,52%; n =
10). J& os estudos envolvendo danos genotdxicos, as pesquisas foram conduzidas
principalmente pela Turquia (14,91%; n = 17), Italia (13,16%; n = 15), india (8,77%; n
= 10) e Franca (7,89%; n = 9).
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Fig. 4 - Producdo cientifica para efeito citotoxico e genotoxico de fungicidas publicados

entre 1974 e 2018 em diferentes paises.

Uma série de fungicidas foram testados para ac¢Oes citotoxica (total de 113) e

genotoxicas (total de 111). Esses contaminantes foram classificados para duas origens

(de producdo), sintéticos (88% de acdo citotoxica e 99% genotdxica) e naturais (12%

citotoxica e 1% de acdo genotoxica; Fig. 5). Selecionamos 9 dos fungicidas sintéticos

mais estudados para acdo citotoxica e genotdxica (Tabela 1), pois os demais fungicidas

tiveram uma frequéncia menor no nimero de citacbes, Mancozeb ®

foi o lider nas

pesquisas (16%).

NUdmero de testes

88% m Citotoxicidade

= Genotoxicidade

99%

Sintético Natural

Fungicidas

Fig. 5 - Origem (natural ou sintética) dos ingredientes ativos de fungicidas citados como

causadores de danos genotoxico e citotoxico.
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Tabela 1. Fungicidas sintéticos mais estudados.

Citotoxico Genotoxico
Fungicida N (%) Fungicida N (%)
Mancozeb ® 14 (16)  Carbendazim® 13 (18)
Benomyl © 10 (11)  Thiram ® 11 (15)
Captan ® 11 (13) Mancozeb ® 9 (13)
Carbendazim® 10(11) Captan® 8 (10)
Thiram © 10 (11)  Benomyl ® 7 (10)
Zineb ® 11 (13)  Fenarimol® 7 (10)
Maneb © 8(9) Maneb © 6 (8)
Tebuconazol ® 7 (8) Clorotalonil ® 5 (7)
Folpet © 6 (7) Imazalil ® 5(7)

N= nGmero de citacdes; % = porcentagem

Diferentes tipos de dados foram observados para uso de fungicida (Fig. 6),
grande partes sdo danos celulares (65% de acdo citotdxica e 78% genotoxica), 0s
demais sdo danos fisiologicos (27% citotoxica e 12% de acdo genotoxica) e
morfologicos (6% de acao citotoxica e 4% genotoxica), e uma pequena quantidade ndo

apresentou danos (2% citotoxica e 6% de acdo genotdxica).
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Fig. 6 - Variacdo nos tipos de danos para acao citotoxica e genotoxica de fungicidas.
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Vérios foram os grupos de organismos utilizados para observacéo dos efeitos
genotdxicos e citotoxicos de fungicidas (Tabela 2). Dentre os grupos estudados, 0s
humanos e mamiferos foram os mais utilizados tanto para estudos de genotoxicidade
(58,4%) quanto para citotoxicidade (71%).

Tabela 2. Grupos de organismos utilizados para observacdo da acdo genotdxico e
citotdxico de fungicidas.

Grupos taxondmicos Genotoxicidade Grupos taxonémicos Citotoxicidade
Citacoes (%0) Citacoes (%0)
Humanos e 74 (58,40) Humanos e 155 (71,09)
outros mamiferos outros mamiferos
Plantas 19 (14,40) Plantas 20 (9,00)
Peixes 9 (6,40) Fungos 16 (7,58)
Insetos 6 (4,80) Bactérias 10 (4,74)
Moluscos 5 (4,00) Peixes 4 (1,90)
Bacteérias 4 (3,20) Aves 3(1,42)
Fungos 3(2,40) Insetos 3(1,42)
Crustaceo 2 (1,60) Moluscos 2 (0,95)
Anelideo 2 (1,60) Algas 2 (0,95)
Algas 1 (0,80) Protozoarios 2 (0,95)
Reépteis 1 (0,80)
Anfibios 1 (0,80)
Vermes marinhos 1 (0,80)

% Frequéncia de citacdes

O segundo grupo de organismo mais observado foram as plantas (14%) para
genotoxicidade e (9%) para citotoxicidade. Um outro grupo que vem sendo muito

estudado sdo os peixes, principalmente nos estudos de genotoxicidade (6,4 %),
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3.4. DISCUSSAO

O aumento nas publicacdes sobre acdo citotoxica de fungicidas nos ultimos 44
anos e sobre a acdo genotoxica de fungicidas ao longo dos ultimos 30 anos (Fig. 3) pode
ser atribuido ao crescente consumo de pesticidas sintéticos na agricultura, visto que nos
altimos 50 anos, a populagdo humana mais do que dobrou de tamanho e com isso a
producdo agricola global também aumentou (Kohler; Triebskom, 2013). Nesse sentido,
paralelamente ao aumento da producéo agricola, surgiram os trabalhos cientificos tanto
no sentido de ampliar o desenvolvimento de novos fungicidas, quanto para gerar
indicadores de impactos dos produtos existentes. Assim, pode-se inferir que ha uma
preocupacdo quanto aos danos ambientais e a salde humana, decorrente do uso de
fungicidas sintéticos nas culturas, de forma a disponibilizar novos produtos eficientes
para o controle dos patdgenos que sejam menos impactantes a organismos néo alvos.

Avanco et al. (2017) afirmam que apesar da eficacia dos produtos sintéticos
para o0 controle de alimentos que sofrem deterioracdo por fungos, um ndmero
significativo destes compostos tem alta toxicidade ambiental e levam ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana, aumentando a necessidade de formulacGes
mais seguras com atividade antifungica.

Poucos sdo os estudos publicados com fungicidas naturais, sendo que 0s
maiores numeros de estudos sdo com pesticidas sintéticos (Fig. 5), e parte dos danos
citotoxicos e genotdxicos sdo atribuidos a este tipo de fungicida. Alguns estudos
demonstraram a eficacia de fungicidas naturais como o0 extrato aquososo de Lespedeza
bicolor (Ullah, 2017), Coptis chinensis (Hou et al., 2010) e propolis (Quiroga et al.,
2006), além de Oleos essenciais como os de Buddleja perfoliata e Pelargonium
graveolens (Juarez et al., 2016), Protium colombianum (Carvajal et al., 2016),
Melaleuca quinquenervia e Eucalyptus platyphylla (Camara, 2010). No entanto, em
funcdo do pequeno nimero de estudos sobre os fungicidas naturais, 0 mercado de
fungicidas sintéticos é amplo, limitando o desenvolvimento de produtos que possuem
potencial para ser mais sustentaveis.

Embora os fungicidas tenham como objetivo principal o controle de fungos
fitopatogénicos, varios efeitos podem ser observados ap06s sua aplicacdo, sobre outros
organismos, além de alteragdes, tanto no metabolismo quanto na fisiologia das plantas

(Ghini, 1993). Varios foram os grupos de organismos utilizados para observacdo dos
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efeitos genotoxicos e citotdxicos de fungicidas (Tabela 2). Dentre os grupos estudados,
os humanos e outros mamiferos foram os mais utilizados tanto para estudos de
genotoxicidade (58,4%) quanto para citotoxicidade (71%). Nessa categoria estdo 0s
resultados de pesquisas realizadas junto aos trabalhadores rurais que fazem a aplicacéo
do fungicida nas plantagdes e ficam, portanto, expostos ao agrotoxico, a exposicao
prolongada a esse tipo de quimico pode causar alteracdes cromossdmicas (Rapisarda et
al., 2017), danos no DNA e aberra¢fes cromossomicas e formacdo de microndcleo
(Srivastava et al., 2016). Também foram observados danos no DNA e morte em células
bucais de trabalhadores agricolas expostos ao fungicida Carbendazim®, aplicado em
uma plantacao de soja (Benedetti, 2013)

O segundo grupo de organismos mais citado em estudos para genotoxicidade
(14%) e para citotoxicidade (9%) foram as plantas. Dente os resultados encontrados,
destacam-se estudos em que raizes de Allium cepa tratadas com o fungicida
Carbendazim® apresentaram anomalias cromossdmicas (Verma; Srivastava, 2018). Ja
estudos relativos a espécie Hordeum vulgare L., exposta ao fungicida Propiconazol®,
apresentaram reducéo significativa na porcentagem de germinacao, altura das plantulas,
indice mitotico alterado e aumento de aberracdes cromossdmicas (Dubey et al., 2015).
Singh et al. (2008) constataram que o uso de Carbendazim® diminuiu o indice mitotico
e induziu a aberragdes cromossdmicas, demonstrando efeitos mitodepressores,
citotoxicos e genotoxicos desse fungicida em células da raiz de Hordeum vulgare L.

Um outro grupo que vem sendo muito estudado sdo os peixes, principalmente
nos estudos de genotoxicidade (6,4 %). A exposicdo desses organismos ao fungicida
Tebuconazol® provocou danos no DNA, induzindo a genotoxicidade e mutagenicidade
bem como alteracdes nas funcbes neuroldgicas, que estdo relacionadas a mudanga no
comportamento de peixes adultos peixe-zebra (Castro et al, 2018). Outros estudos
demonstraram risco para peixes que habitam em sistemas aquaticos contaminados pelo
fungicida Mancozan® e recomendam enfaticamente o desenvolvimento de politicas de
biomonitoramento e regulamentacdo quanto a utilizacdo deste agroquimico, pois o
mesmo provocou danos cromossdmicos significativos e alteracdes na integridade do
DNA em peixes (Marques et al., 2016).

Alguns fungicidas favorecem danos que vdo além dos efeitos genotoxicos e
citotoxicos. Redugdes significativas na porcentagem de germinagdo, e altura de

plantulas em plantas tratadas com fungicidas (Dubey et al., 2015); aumento na
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concentracdo de zinco e redugdo do volume celular em células vivas tratadas com o
fungicida Ziram® (Kanemoto-Kataoka et al., 2017); reducdo da viabilidade celular,
diminuicdo da proliferacéo celular e morte celular apoptdtica também séo exemplos de
alteracdes causadas por fungicidas (Schwarzbacherova et al, 2017).

Também ha relatos de que fungicidas promovem alteracdes nas fungdes
neuroldgicas, que ocasionaram a mudanca de comportamento em peixes (Castro et al.,
2018). Esses tipos de danos sdo do tipo celular, fisiolégico ou morfoldgico. Assim como
apresentado na figura 6, um maior nimero de danos celulares foi observado, como o
estudo tem por objetivo analisar a acdo citotdxica e genotdxica de fungicidas é esperado
que os artigos avaliados apresentem mais danos celulares como alteragdes no DNA e
toxicidade a nivel celular, do que danos do tipo fisiolégico ou morfoldgico (Oliveira,
2009).

Um quantitativo de 13 artigos incluiu tanto a acéo citotoxica quanto a agédo
genotoxica dos fungicidas analisados, avaliaram células de humanos e outros mamiferos
(Drazovska et al., 2016; Sivikova et al., 2011; Celik et al., 2005; Poli et al., 2003;
Ozkara et al., 2015; Cayirv et al., 2014; Yiizbasioglu et al., 2006; Aydemir; Bilaloglu
2004; Vigreux 1998; Vijayaraghavan; Nagarajan 1994) e plantas (Andrioli et al, 2012;
Poli et al., 2003; Ozkara et al., 2015).

Os dados mostrados na Tabela 1 indicam que Mancozeb® foi um dos
fungicidas mais citados para estudo de citotoxicidade. Esse quimico pertence ao grupo
dos Etileno-bis-ditiocarbamatos (EBDC), amplamente utilizado desde 1967 para
proteger as culturas de campo, frutas, hortalicas, plantas ornamentais e vegetais contra
diferentes doencas fungicas (Pavlovic et al.,, 2015; Georgieva et al, 2011). Esse
fungicida esteve entre os mais vendidos no Brasil no ano de 2016, juntamente com o
Carbendazim® (Vasconcelos, 2018). Esse fungicida também foi o terceiro mais
reportado para estudos com dano genotoxico (13%).

Devido a sua baixa toxicidade aguda em humanos e persisténcia ambiental
curta, este fungicida é utilizado globalmente. No entanto, os EBDCs sdo muito instaveis
e rapidamente degradados em etileno-tioureia (ETU), que possui longa persisténcia no
solo ou pode ser decomposto em agua, formando produtos com alto potencial
toxicoldgico; afetando humanos e a populacdo em geral por meio de residuos presentes

nos alimentos (Pavlovicet al., 2015).
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A exposicdo ao Mancozeb® pode ter atividade citotdxica e apoptética em
células humanas (Turnaturiet al., 2015) e células epiteliais alveolares (Chenet al, 2010).
Bioensaios utilizando células tratadas com Mancozeb® mostram um aumento de células
hipodiploides (ndo-disjuncdo e o atraso anafdsico durante as divisdes celulares
mitdticas), e producdo de oxigénio reativo intracelular seguido por uma diminuicdo das
células e dos niveis de potencial de membrana mitocondrial e ATP, aumentando as
taxas de apoptose (Pavlovicet al, 2015). Também demonstram diminuicdo na
viabilidade celular (Hoffman; Hardej, 2012) e efeito carcinogénico (Safi, 2002).

Para estudos da genotoxicidade, Carbendazim® ou carbamato de metil-2-
benzimidazole foi o fungicida mais citado (Tabela 1). Ele é amplamente utilizado em
praticas agricolas como produto fitofarmacéutico e em determinadas concentracdes
pode atingir aguas superficiais. O Carbendazim® apesar de ter uso permitido no Brasil,
ndo é autorizado nos Estados Unidos e enfrenta restricdes na Europa. Esse fungicida é
aplicado em muitas culturas diferentes e em momentos diferentes da estagédo do ano
sendo persistente a coluna de agua. Portanto, no ambiente aquatico, organismos nao-
alvo podem ser expostos a longo prazo a este pesticida. Estudos demonstraram que este
fungicida afeta negativamente as espécies de zooplancton de agua doce, reduzindo sua
atividade alimentar, sua mobilidade e desenvolvimento embrionario durante o processo
de divisdo celular (Silva et al., 2017). Em outro caso, o referido fungicida causou danos
no DNA de minhocas presente em solo contaminado por esse pesticida (Huanet al.,
2016).

Entre os paises que fazem uso dos fungicidas os Estados Unidos lideram o
ranking de pesquisas cientificas para danos citotoxicos de fungicidas (Fig. 4), € um dos
maiores consumidores de pesticidas do mundo, provavelmente por ser um grande
consumidor de pesticidas esse pais se preocupa em estudos acerca dos efeitos
toxicologicos desses pesticidas. Os Estados Unidos iniciaram, na década de 1950, a
utilizacdo em massa de agrotoxicos na agricultura, chamada ‘Revolu¢do Verde’, que
teria o intuito de modernizar a agricultura e aumentar sua produtividade, e até hoje vem
tendo sucesso no niumero de producdo (Lopes; Alburquerque 2018).

A Turquia, segundo pais mais representativo como protagonista das
publicacbes cientificas, lidera a agricultura na Europa e ocupa posicdo de quarto
produtor do mundo de legumes e frutas (Turnky, 2019). A Italia ocupa a terceira

posi¢do no ranking de publicacbes acerca dos danos causados por fungicidas, 40% da
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economia do pais vem da agricultura (ITA, 2019). E analisando a América Latina; o
Brasil tem sua agricultura avancada a cada ano e atualmente é um dos principais
produtores agricolas do mundo; na ultima década, o pais expandiu 0o mercado de
agrotdxicos, o que o colocou em primeiro lugar no ranking mundial de consumo desde
2008 (Lopes; Alburquerque 2018).

Dados acerca dos efeitos citotoxicos e genotdxicos foram observados
principalmente para os paises mais desenvolvidos, talvez em razdo dos aspectos mais
avancados em ciéncia e tecnologias que o pais possui quando comparado aos paises
menos desenvolvidos. (Sulaj et al, 2015). Em contrapartida, paises menos
desenvolvidos ainda séo carentes em pesquisas com essas abordagens, 0 que aumenta o
risco para a saude humana e ambiental, considerando que 99% dos casos de
intoxicagdes humanas a pesticidas ocorrem em paises em desenvolvimento (Sulaj et al.,
2015).

No Brasil os estudos sobre ecotoxicologia de fungicidas ainda séo insipientes
quando comparados aos estudos desenvolvidos em outros paises, foram encontrados
cinco pesquisas para citotoxicidade de fungidas sendo duas no estado do Rio Grande do
Sul (Morais et al., 2017; Wandscheer et al, 2017), duas no estado de Sao Paulo (Campos
et al., 2015; Rodrigues & D’Angelo, 1994) e uma no estado do Recife (Patriota et al.,
2016) e oito para genotoxicidade sendo trés no estado do Rio Grande do Sul (Goldoni
et al, 2014), (Benedetti et al, 2013), (Goldoni & Silva, 2012), dois no estado de Brasilia
(Grisolia, 2002; Grisolia & Bicalho-Valadares, 1997), um no estado do Espirito Santo
(Bernardes, et al. 2015) e dois no estado de S&o Paulo (Castro et al., 2005; Colombo-
Corbi et al, 2017). O Brasil necessita de mais estudos na area de ecotoxicologia de
fungicidas e também de mais investimento financeiros por parte do governo, visto que,
0 pais tem grande potencial agricola e faz uso de varios pesticidas.

Tendo em vista os impactos principalmente a nivel celular, em organismos
ndo-alvo atribuido aos fungicidas sintéticos, estudos voltados para agqueles naturais sao
fortemente encorajados como alternativas sustentaveis e seguranca alimentar. E por
meio de nossos resultados somam-se aos esforcos de conservacdo da biodiversidade
através do direcionamento de pesquisas futuras para identificacdo e aspectos da

utilizacdo de produtos menos danosos ao ambiente.
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3.5. CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se um aumento nas pesquisas que englobam os efeitos citotoxicos e
genotdxicos de fungicidas em diversos organismos ao longo dos ultimos 44 anos. Esse
crescimento pode ser atribuido ao aumento da producdo agricola e também a
preocupacdo quanto aos danos ambientais. Tendo em vista os impactos principalmente a
nivel celular, morfoldgico e fisiolégicos em organismos ndo-alvo atribuido aos produtos
sintéticos, estudos voltados para aqueles naturais sdo fortemente encorajados como
alternativas sustentaveis e seguranca alimentar. Os mamiferos ainda continuam sendo 0s
principais organismos testes em estudos toxicoldgicos, no sentido de ampliar o dano
para 0 ser humano e outros organismos. Todavia, 0 uso de organismos selvagem, pode
ser preditivo para expandir o conhecimento da realidade desses produtos na natureza.
Finalmente, nossos resultados somam-se aos esfor¢os de conservagédo da biodiversidade
por meio do direcionamento de pesquisas futuras para identificacdo e aspectos da

utilizacdo de produtos menos danosos ao ambiente.
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