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Para o controle quimico de roedores na cidade de
Sao Paulo, principalmente ratazanas, séo colocados
blocos parafinados contendo o ingrediente ativo (i.a.)
brodifacum em bueiros sujeitos a ac¢do das
intempéries que podem acarretar alteragdes no i.a.
e sua transferéncia para outros ambientes. Visando
verificar essa possibilidade foram montados
sistemas experimentais com blocos parafinados,
simulando as condi¢cdes de campo. Também foram
colocados 100 blocos em bueiros monitorados
semanalmente. Trés blocos dos sistemas e dos
bueiros foram coletados semanalmente, durante 10
semanas, e analisados por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia. Os dados obtidos foram utilizados
para a avaliacdo da dissipagdo do i.a. Os resultados
evidenciaram a estabilidade da molécula sob
condic6es ambientais reais de aplicacdo, pois
100% do i.a. foram recuperados apds a exposi¢ao
do bloco. Ja, nos sistemas experimentais, cerca de
50% dos blocos se soltaram do arame de fixagao
até a quinta semana de exposi¢do e a recuperagdo
do i.a. diminuiu gradativamente ao longo das 10
semanas de estudo, chegando a 50% da
concentracao inicial.
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1 INTRODUCAO

As grandes cidades brasileiras, de modo geral, apresentam moradias precarias,
em locais nem sempre adequados a construcgdo civil. Também os sistemas de saneamento
e de distribuicdo de agua potavel, de tratamento de esgotos e coleta do lixo, muitas vezes,
mostram-se ineficientes para atender a demanda. Essas caracteristicas geram condi¢ées
propicias ao estabelecimento e desenvolvimento de animais sinantrépicos, muitos dos
quais relacionados com diversas patogenias humanas (BRASIL, 2002; MORIN et al., 1989;
VIEIRA, ALMEIDA e ALMEIDA, 1994). Os ratos merecem destaque entre as espécies
encontradas nas cidades brasileiras, principalmente o Rattus norvegicus que esta direta
ou indiretamente relacionado com graves patogenias humanas, como a leptospirose
(ALMEIDA et al., 1994; COMER, PADDOCK e CHILDS, 2001; RAO et al., 2003; SILVA et al.,
2003). O controle desses roedores deve ocorrer por meio do manejo ambiental, embora
muitas vezes seja necessario o uso de produtos hidroxicumarinicos (BRASIL, 2002). Entre
as véarias moléculas de hidroxicumarinicos utilizadas, o brodifacum tem se destacado e,
consequentemente causado importantes problemas ambientais (BRITO et al., 2005;
WALKER et al., 2008).

O brodifacum, p6 branco com ponto de fuséo entre 201 e 205°C (EPA, 2005), é
pouco hidrossollvel e estavel a hidrélise. Quando em solucédo, é degradado pela luz
ultravioleta (UV) (TOXNET, 2004). Seu coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow=8,5)
e seu fator de bioacumulacéo (FBC) estimado sugerem que o potencial de bioconcentracao
em organismos aquaticos seja alto. J& seu coeficiente de particdo carbono orgénico
(Koc=7,5x10°) estimado indica que o composto é imével em solo, com meia-vida de 14
dias em solo aerébico (EPA, 2005). Apresenta-se comercialmente formulado como péletes
e bloco parafinado. Por resistir melhor a umidade, o bloco parafinado é colocado
preferencialmente em bueiros (BRASIL, 2002), preso por arame de modo a evitar contato
permanentemente com a agua, permitindo, ao mesmo tempo, que o animal tenha acesso
aisca e a ingira. O bloco permanece nesse meio até que o animal o coma, o que nem
sempre ocorre. Segundo informacéo de Agentes de Zoonoses que manipulam o produto,
algumas vezes, os blocos ainda se encontram no local apés 10 dias com aparéncia,
coloracao e textura alteradas surgindo a divida da real concentracdo do principio ativo
na formulagdo (SOUZA e COSTA, 2008).

Vérios fatores influenciam o comportamento dos raticidas no ambiente como, por
exemplo, as suas propriedades fisicas e quimicas, o tipo de formulagéo, a quantidade,
frequéncia e modo de sua aplicacdo, as caracteristicas abiéticas e bidticas do meio e as
condigBes meteoroldgicas do local de aplicagdo. De modo geral, quanto mais longa a
permanéncia do composto no ambiente mais acentuada sera a contaminacdo ambiental
(AMORIN et al., 2002; RACKE, 1990). Além disso, pode ocorrer a degradacéo do composto
em produtos até mais toxicos e, dessa maneira provocar intoxicacdo e contaminacao de
organismos néo alvos (PAPINI et al., 2005).

Os raticidas interferem no processo de coagulacdo sanguinea e exercem acdo
vasodestrutiva, levando ao extravasamento sanguineo (LARINI, 1999). Embora a a¢&o dos
raticidas hidroxicumarinicos no organismo seja bastante conhecida, existem poucas informacoes
sobre o comportamento ambiental do i.a. brodifacum formulado como bloco parafinado. Assim,
procurou-se determinar a estabilidade da molécula no produto formulado como bloco
parafinado, quando exposta as condigBes ambientais no meio urbano.
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2 MATERIAL E METODOS

O brodifacum grau técnico, com 99,5% m/m de pureza quimica, foi adquirido da empresa
Chem Service e utilizado no preparo de solu¢des padrao para estabelecimento das condicdes
de andlise. O produto comercial bloco parafinado foi cedido pela Unidade de Vigilancia
Ambiental da Vila Mariana e também adquirido em lojas especializadas para uso nos ensaios
experimentais e realizacdo dos testes de recuperacdo do i.a., bem como colocados na area
externa do Instituto Biologico e nos bueiros da regido de Vila Mariana.

2.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES DE ANALISE

A deteccao e a quantificacdo do i.a. grau técnico brodifacum foram realizadas por
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) em equipamento DIONEX UVD 170U/340U,
equipado com detector ultravioleta-visivel em comprimento de onda de 260 nm, coluna fase
nao polar octadecil-silica RP-18 de comprimento 250 x 46 mm, temperatura de trabalho de
22°C e fase mével metanol:agua:acido acético glacial (88,5:10:1,5 v/v) com vazao de 1 mL
min*(PEREZ, 1982). Foram preparadas solucdes de 1,25; 2,5; 5,0 e 10 ugi.a. mL* de acetonitrila
no momento da utilizacéo.

Para confirmacédo do pico também foram avaliadas a deteccao e a quantificagdo em
equipamento SHIMADZU LC-10AD, detector ultravioleta-visivel em comprimento de onda de
260 nm e detector de fluorescéncia ex 318 nm e em 390 nm, com coluna RP-18 5 um x 25 cm
x 0,46 mm, fase mével metanol:agua:acido acético glacial (88,5:10:1,5 v/v) com vazao de
0,7 mL min. Solucdes de 0,4; 0,8; 1,6; 4,0; 8,0; 16; 20 e 32 ug i.a. mL*de acetonitrila foram
preparadas e injetadas no cromatégrafo, sendo o ingrediente ativo identificado por UV-visivel
e por fluorescéncia.

A partir dos resultados obtidos, com as diferentes concentragdes de i.a., efetuou-se a
curva padrao do ativo brodifacum com limites de deteccéo e de quantificacao estabelecidos
pelo método de MEIER e ZUND (1993)

2.2 AVALIACAO DA PRESENCA DE BRODIFACUM FORMULADO COMO
BLOCO PARAFINADO EM ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Antes do inicio do ensaio, o projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa com
Animais do Instituto Biolégico — CETEA IB (n°® 049/08). Foram utilizados ratos machos adultos e
saudaveis da linhagem Wistar, fornecidos pelo biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Séao Paulo (UNIFESP), com peso aproximado de 300 g. Os animais foram colocados
em gaiolas separadas, 1 animal por gaiola, e durante 7 dias ficaram no Laboratério de Toxicologia,
antes do inicio do experimento para adaptacgédo as condi¢des do local.

Seguindo metodologia adaptada da ANVISA (2004), 1 animal-controle e 5 animais-
teste (identificados de 1 a 5) foram mantidos individualmente em gaiolas, com fornecimento
de 4gua a vontade, iluminagé&o natural e em condi¢ces adequadas de higiene. O nimero de
animais foi determinado pelo programa estatistico PRIMER (GLANTZ, 1992).

No primeiro dia do estudo foram fornecidas racédo e agua aos animais e no segundo
dia, a quantidade de racdo consumida foi registrada e o bloco parafinado com brodifacum
fornecido. No terceiro dia, a quantidade de bloco parafinado consumida foi registrada e o
bloco substituido por racdo. Nos dias subsequentes até o 14° dia, a quantidade de racao
consumida foi registrada diariamente e 0 comportamento e a aparéncia dos animais observados.
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A data da morte de cada animal foi registrada e o cadaver avaliado quanto a presenca de
pontos hemorragicos nos tecidos.

2.3 ESTUDO DE DISSIPACAO — BRODIFACUM

Os ensaios para avaliacdo da dissipacdo do i.a brodifacum na formulacdo bloco
parafinado foram realizados em area externa do Instituto Biolégico de Sdo Paulo, cercada e
identificada quanto ao risco quimico. Também foram colocados 100 (cem) blocos parafinados
em bueiros na regido da Vila Mariana.

Foram construidos sistemas constituidos por tubo de policloreto de vinila (PVC) com
20 cm de diametro, cortado em pedacos com 25 cm de altura. No fundo de todos os tubos
colocou-se uma tampa de PVC acrescida de borracha isolante. Cada tubo foi furado a
aproximadamente 5 cm do fundo, no qual colocou-se um pedac¢o de mangueira de poliuretano
de 2,0 mm x 0,5 polegadas e 50 cm de comprimento. Os sistemas foram numerados de 1 a 30,
dispostos aleatoriamente sobre os estrados e cobertos com tela de arame. Foram acopladas
as mangueiras de poliuretano com 50 cm de comprimento que saiam de cada sistema em
garrafdes numerados de 1 a 30 para coleta de 4gua correspondente. Fixou-se um bloco
parafinado em cada sistema por meio de arame galvanizado, preso a tela de cobertura (Figura
1). Semanalmente, durante 10 semanas, 3 sistemas foram sorteados e desmontados, retirando-
se os blocos que foram identificados e armazenados em congelador (-10°C) até extracao e
analise. Os sistemas foram mantidos nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro,
correspondendo ao periodo de maior utilizacéo de blocos parafinados nos bueiros. No mesmo
periodo, 100 blocos contendo o i.a. foram colocados em bueiros da regido da Vila Mariana e
3 amostras aleatorias retiradas semanalmente para analise, sendo também verificada a
manutencgé&o dos blocos colocados inicialmente em cada bueiro.

Para extracao doi.a., as amostras foram maceradas e uma aliquota de 8 g extraida
com 25 mL de metanol+diclorometano+acido acético (9+0,75+0,25) em ultrassom por 1
hora a 40°C. Os extratos foram filtrados em papel filtro (2,0 um) e analisados por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia. A presenca de i.a. em cada amostra foi
apresentada como porcentagem do detectado no T

zero”

FIGURA 1 - SISTEMAS (A) EM QUE FOI COLOCADA A ISCA RATICIDA FORMULADA COMO
BLOCO PARAFINADO FIXADA POR MEIO DE ARAME A TELA DE COBERTURA (B)

As condi¢Bes ambientais, pluviosidade e temperatura, foram monitoradas por meio de
pluvibmetro e termémetro de maxima e minima, dispostos no local do experimento. A medicao
da pluviosidade ocorreu uma vez por semana, sendo as temperaturas minimas e maximas
verificadas diariamente no local do experimento, exceto nos fins de semana e feriados.
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fluorescéncia e de UV-visivel.

3 RESULTADOS

3.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES DE ANALISE

Os limites de quantificagdo (0,6136 ugi.a. mL*) e de detecgdo (0,3137 ugi.a. mL?) do
método foram estabelecidos estatisticamente por analise de regressdo com limite de
confianca 95% (MEIER e ZUND, 1993). A curva de calibragdo em equipamento DIONEX,
obtida a partir das solucbes-padrao apresentou linearidade na faixa de concentracao de
1,25 a 10,0 ug mL™?, coeficiente de correlagéo (r) de 0,9995 e coeficiente de determinagéo
(r?) de 0,9992. O tempo de retencao do i.a foi de 10,2 minutos nas condicdes apresentadas
(Figura 2).
A curva de calibracédo estabelecida em equipamento SHIMADZU LC-10AD apresentou-
se linear nas concentrac¢des de 0,8, a 32 ug i.a. mL™.
A Figura 3 apresenta o cromatograma com as curvas de brodifacum em detector de

FIGURA 2 - CROMATOGRAMAS DO BRODIFACUM COM 1,25; 2,5; 5,0 E 10,0 pg L.A.
mL* OBTIDOS EM EQUIPAMENTO DIONEX, EQUIPADO COM DETECTOR
ULTRAVIOLETA-VISIVEL DIONEX UVD 170U/340U
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Os valores ao lado dos graficos correspondem a concentracédo do i.a. presente na amostra. Os cromatogramas mostram
que até 1,25 pg do ingrediente ativo mL* de solvente foi possivel detectar e quantificar a concentracdo presente na
solugao.
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FIGURA 3 - CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE SOLUGCAO COM O I.A BRODIFACUM EM
CINZA SOB DETECTOR DE FLUORESCENCIA E EM PRETO SOB UV-VISIVEL
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3.2 AVALIACAO DA PRESENCA DE BRODIFACUM FORMULADO COMO BLOCO
PARAFINADO EM ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

O ensaio revelou a presenca do i.a. nos blocos parafinados do lote utilizado no estudo. O
consumo de racao entre os animais-teste variou entre 5,3% e 6,5% do peso, mostrando que os ratos
estavam saudaveis e apresentavam condic¢des fisicas similares. Ja o consumo de ingrediente ativo,
presente na isca raticida e medido a partir da quantidade de bloco parafinado ingerido pelo animal,
mostrou ampla variagdo. O animal-teste 3 consumiu apenas 0,6% de seu peso enquanto que o animal-
teste 1 consumiu 4,8%.

Constatou-se a presenca do i.a. nos blocos parafinados utilizados no experimento, pois 0s
animais morreram alguns dias apds sua ingestdo. Também foi constatada forte correlacdo entre a
guantidade de i.a. consumida pelo animal e 0 nimero de dias apés a ingestao em que ocorreu a morte
(Figura 4). Quanto maior a quantidade do produto bloco parafinado consumido, e consequentemente
maior a quantidade de i.a., mais rapido ocorreu a morte do animal.

FIGURA 4 - CORRELACAO ENTRE A PORCENTAGEM DE I.A. PRESENTE NO PRODUTO
COMERCIAL INGERIDO PELO ANIMAL E O NUMERO DE DIAS APOS
A INGESTAO EM QUE OCORREU A MORTE

Relacao entre ingestao e mortalidade
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3.3 ESTUDO DE DISSIPAGAO — BRODIFACUM

Alguns blocos parafinados soltaram-se do arame de fixacdo apds a terceira semana
de exposicdo as condicdes ambientais. A variacdo de temperatura durante o periodo de
exposicao é apresentada na Figura 5, mostrando pequena variagdo na temperatura minima e
maior variagdo na temperatura maxima entre a 22 e a 42 semanas. A analise dos extratos das
amostras T, revelou que houve 100% de recuperacdo do i.a. e as porcentagens de
recuperacao durante as 10 semanas dos blocos mantidos nos sistemas do Instituto Bioldgico
sdo apresentadas na Tabela 1, mostrando que houve cerca de 50% de dissipacdo do i.a.
apos 10 semanas de exposi¢ao. Dos 100 blocos colocados nos bueiros, somente 58% foram
recuperados integros ou parcialmente roidos e sua analise quimica revelou a presenca de
100% do i.a.

4 DISCUSSAO

O ensaio com animais demonstrou a presenca do i.a. brodifacum nos blocos
parafinados, uma vez que os animais morreram alguns dias ap0s ingestdo do produto. A
necropsia dos animais submetidos ao experimento revelou a presenca de hematomas e de
sufusBes hemorragicas nos 6rgaos internos. Assim, o ensaio indicou a presencga do i.a. de
forma indireta por meio da morte por hemorragia dos animais testados.

FIGURA 5 - VARIACAO DE TEMPERATURA MAXIMA (EM CINZA) E MINIMA (EM PRETO)
AO LONGO DAS 10 SEMANAS DE EXPOSICAO DOS BLOCOS PARAFINADOS NOS
SISTEMAS MONTADOS EM AREA EXTERNA DO INSTITUTO BIOLOGICO
SOB CONDICOES AMBIENTAIS
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Dos 100 blocos colocados em bueiros da regido da Vila Mariana no ensaio de dissipacéao
do brodifacum, cerca de 50% foram recuperados para analise laboratorial. O restante ndo se
encontrava fixado ao arame, havendo davida se foram consumidos pelos animais ou se foram
soltos do arame de fixag&o. Nos sistemas montados no Instituto Biolégico, isolados de modo a
impedir 0 acesso de animais, muitos blocos soltaram-se do arame em cerca de 2 a 3 semanas
apos sua fixagdo, demonstrando que o produto comercial apresentava baixa resisténcia fisica.
Possivelmente, a elevada temperatura (maxima de até 30°C, Figura 5) contribuiu para o

derretimento da parafina, levando a soltura do arame de fixag&o. Essa caracteristica dificulta
o trabalho em campo, pois ao verifica devido ao
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derretimento da parafina. Além disso, os blocos ao se soltarem do arame podem entrar em
contato direto com a agua prejudicando o acesso dos roedores ao produto e causar
contaminacdo do meio. Segundo informacdes de Agentes de Zoonoses que trabalham com
raticidas no verdo, muitas vezes, os blocos parafinados contendo bromadiolona ou
brodifacum ficam moles dentro do veiculo de transporte e ndo podem ser utilizados (SOUZA
e COSTA, 2008). Segundo a RDC 326, de 09/11/2005, por ocasiao da solicitacdo para
registro de produtos desinfestantes domissanitarios, entre os quais se encontram 0s
raticidas, deverdo ser apresentados os dados quimicos e toxicologicos, resultados dos
testes de eficacia sobre as pragas indicadas no painel principal do rétulo e metodologia de
analise do(s) principio(s) ativo(s) e sua determinacao no produto formulado (ANVISA, 2005).
A baixa resisténcia dos blocos parafinados usados neste estudo mostra que a temperatura
pode interferir diretamente na eficacia do produto, pois uma vez derretido o bloco e em
contato com a agua deixa de ser atraente para o animal. Também aumenta o risco de
contaminacdo ambiental, uma vez que é carreado para o sistema de aguas pluviais. Assim,
destaca-se a importancia de testes fisicos normalizados a semelhanga do que existe com
os produtos agrotéxicos, objetivando o controle de qualidade e a verificacdo da eficacia do
produto aliada as suas caracteristicas fisico-quimicas.

Os resultados das analises quimicas cromatograficas revelaram que nos sistemas
montados no Instituto Bioldgico, a presenca do i.a. diminuiu gradativamente ao longo das
10 semanas de estudo chegando a 50% da concentracao inicial. Nos blocos provenientes
dos bueiros, a concentracao do i.a. manteve-se em 100% durante todo o periodo estudado
(Tabela 1). Talvez os residuos organicos e inorganicos, carreados pela agua sobre os blocos
nos bueiros, possam ter protegido o ingrediente ativo da acéo de fatores atuantes na sua
degradacao, como luz e a4gua. A baixa taxa de fixacdo dos blocos aos arames e a
permanéncia do brodifacum por 10 semanas sdo fatores importantes a considerar na
utilizacao desse produto, pois o ingrediente ativo pode ser carreado para a rede de coleta
pluvial e contaminar os ambientes aquaticos expostos.

TABELA 1 - RECUPERACAO DO I.A. BRODIFACUM DO BLOCO PARAFINADO
EXPOSTO POR 10 SEMANAS AS CONDIGOES AMBIENTAIS — SISTEMAS
INSTITUTO BIOLOGICO

SEMANA % RECUPERACAO
Tzero 103,23 + 6,83
T1 91,88 + 0,44
T2 85,43 + 4,32
T3 75,53 + 6,85
T4 71,11 + 4,36
T5 67,81 + 1,89
T6 62,50 + 8,13
T7 56,36 + 7,58
T8 53,22 + 5,38
T9 59,70 + 6,05
T10 53,60 + 3,39
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5 CONCLUSAO

O produto bloco parafinado contendo o ingrediente ativo brodifacum do lote utilizado
no estudo mostrou baixa resiténcia a temperatura, embora tenha sido eficaz para a
mortalidade dos ratos expostos a condi¢des laboratoriais.

A concentracao do ingrediente ativo brodifacum formulado como bloco parafinado
diminuiu em relacdo a concentracdo inicial nos sistemas controlados, mas néo se alterou
nos blocos mantidos em bueiros durante as 10 (dez) semanas de estudo.

ABSTRACT

EVALUATION OF THE DISSIPATION IN THE ENVIRONMENT OF RODENTICIDE BRODIFACOUM

FORMULATED AS PARAFFINED BLOCK
In the chemical control of rodents in the S&o Paulo city — Brazil, mainly rats, paraffined blocks containing the
active ingredient (a.i.) brodifacoum, are put in gutters being subject to the action of the bad weather that could
cart alterations in a.i. and transfer to other environments. Aiming to verify those possibilities, experimental
systems with paraffined blocks were mounted simulating the field conditions. Also 100 blocks were put at
gutters monitored weekly. Three blocks were weekly collected, for 10 weeks, of the systems and of the
gutters, and analyzed by high performance liquid chromatography. The obtained data were used for the
evaluation of the dissipation of active ingredient. The results pointed the stability of the molecule under real
application environmental conditions, because 100% of a.i. was recuperated after exposition of the block.
Although, in the experimental systems, about 50% of the blocks unfastened from the fixation wire to the fifth
week of exhibition and the recovery of a.i. decreased gradually along the 10 weeks of the study, reaching 50%
of the initial concentration.

KEY-WORDS: RODENTICIDE - PERSISTENCE; HYDROXYCUMARIN; ENVIRONMENTAL
CONTAMINATION.
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