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RESUMO

Os agrotoxicos sdo definidos primariamente como substancias quimicas, fisicas ou
bioldgicas, que atuam no controle de organismos vivos considerados prejudiciais a
agricultura, aos animais domeésticos e ao proprio ser humano, e estdo cada vez mais
presentes no nosso cotidiano, sob diversas apresentacdes. Atualmente, o Brasil € um
dos maiores produtores e exportadores de alimentos do mundo e (consequentemente)
€ o maior consumidor de agrotéxicos mundialmente. O manejo agricola para a
producdo em massa de alimentos, inclui 0 uso dessas sustancias, aumentando a
preocupagao com o0s riscos ambientais que esses produtos podem trazer para 0s
recursos naturais e para biota, que podem vir a se contaminar com esses xenobiéticos.
Nesse sentido, 0 uso de organismos-modelo para avaliar os riscos in vivo € essencial
e principal caracteristica da ecotoxicologia. Neste trabalho foram investigados os
efeitos letais e subletais da exposi¢cdo aguda ao inseticida carbamato metomil em
formulacdo comercial, utilizando embribes e larvas de zebrafish como organismo-
modelo. Inicialmente determinou-se a CLso em 96h, e partir desta, as faixas de
concentracfes subletais de exposicdo. Na exposicdo subletal, foram analisados
parametros de sobrevivéncia, eclosdo; movimento espontaneo da cauda (STC);
frequéncia cardiaca; morfologia; comportamento locomotor; atividade e expresséo
génica da acetilcolinesterase (AChE). A exposicdo ao metomil afetou quase a
totalidade dos parametros morfolégicos, resultando em larvas com menor tamanho do
corpo e dos olhos, falha na inflacdo da bexiga natatéria e presenca de deformidades.
Parametros comportamentais também apresentaram significativas alteracdes: menor
distancia percorrida, velocidade, aceleracdo maxima, maior laténcia para entra na
periferia, menor frequéncia de mudanca entre zonas, maior angulo de giro e meandro.
Além disso, a atividade bioldégica da AChE diminuiu de maneira dependente da
concentracéo, enquanto sua expressao génica nao foi alterada. O conjunto de dados
corroboram o efeito (neuro)toxico do metomil, com potencial para alterar parametros
bioldgicos essenciais para a sobrevivéncia de organismos nédo-alvo, mesmo em

concentracdes subletais.

Palavras-chave: Metomil; Agrotoxicos carbamatos; FET; Morfologia zebrafish;

Comportamento zebrafish; Ecotoxicologia.



ABSTRACT

Pesticides are primarily defined as chemical, physical, or biological substances that
act in the control of living organisms considered harmful to agriculture, domestic
animals and human. Currently, Brazil is one of the largest food producers and
exporters in the world and (consequently), the largest consumer of pesticides
worldwide. As a large producer, Brazil has substantial areas of land destined for this
purpose. Agricultural management for mass food production include the use of such
substances, raising environmental risks concerns on natural resources and biota that
may become contaminated with these xenobiotics. In this sense, use of model
organisms to assess risks in vivo is essential and a main characteristic of ecotoxicology
field. In this work, lethal and sublethal effect of the carbamate insecticide methomyl
commercial formulation exposure in zebrafish embryos and larvae. The 96h-LCso was
determine and then, sublethal concentration ranges specified. Sublethal exposures
were analyzed in terms of survival; hatching; spontaneous tail coiling (STC); heart rate;
morphology; locomotor behavior and acetylcholinesterase (AChE) activity and ache
gene expression. Methomyl exposure affected almost all morphological parameters,
resulting in larvae with smaller body and eyes size and swimming bladder inflation
failure. Behavioral parameters also presented significant changes: shorter traveled
distance, speed, maximum acceleration; greater latency to enter the periphery, less
frequency of change between zones, higher absolute turn angles and meanders. In
addition, AChE activity decreased in a concentration-dependent manner, while no
changes in ache gene expression were observed. Together, results corroborate that
the (neuro)toxic effect of methomyl, and its potential to alter essential biological

parameters for the survival of non-target organisms, even in sublethal concentrations.

Keywords: Methomyl; Carbamates Pesticides; FET; Zebrafish Morphology; Zebrafish

Behavior; Ecotoxicology.
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1. INTRODUCAO

1.1 CENARIO BRASILEIRO DO USO DE AGROTOXICOS

Os agrotoxicos — também chamados de pesticidas, praguicidas, biocidas ou
defensivos agricolas — sdo definidos como substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas
que sdo usados para “proteger’ plantas ou animais de seres vivos considerados
prejudiciais a agricultura, ao ambiente natural, urbano ou doméstico (BRASIL, 1989;
BRASIL, 2002). Eles surgiram no periodo entre as duas Guerras Mundiais (PELAEZ,
V.; TERRA; SILVA, 2014), sendo o DDT (diclorodifeniltricloroetano) a primeira dessas
substancias a ser sintetizada, no ano de 1929, quando sua produgao se deu com o
objetivo de ser uma arma de guerra (CARNEIRO et al., 2015; SANTOS, 2009). Alguns
anos apos o fim da Segunda Guerra Mundial (em 1950), ocorreu 0 movimento na
Europa e Estados Unidos da América (EUA) chamado de “Revolugéo Verde”, que teve
como caracteristica principal a mudanc¢a na forma em que a agricultura passou a ser
utilizada, com a insercdo de equipamentos e substancias que pudessem facilitar o
manejo das culturas, diminuir os custos e aumentar sua rentabilidade, como por
exemplo, maquinarios agricolas, fertilizantes quimicos, plantas geneticamente
selecionadas e uso de agrotéxicos (BORSOI et al., 2014; CARNEIRO et al., 2015;
CARVALHO; NODARI; NODARI, 2017; LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; PELAEZ, V.
M. et al., 2017). E nesse cenario pos-Guerra que o Brasil, um pouco mais tarde,
também iniciou esse movimento (CARNEIRO et al., 2015; PELAEZ, V. M. et al., 2017;
PELAEZ, V.; TERRA; SILVA, 2014).

A Revolucédo Verde chegou ao Brasil somente a partir dos anos 1960-1970 e
seu maior impulso foi nos anos 1990, quando o governo federal optou por incentivar
0 uso dessas substancias e movimentar a economia com programas de incentivo a
agricultura (CARNEIRO et al., 2015; LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; PELAEZ, V.;
TERRA,; SILVA, 2014). Sendo assim, apesar de o Brasil ter comecado mais tarde a
modernizar sua agricultura, hoje o pais se destaca por ser um dos maiores produtores
de agriculturaveis do mundo (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018) e, nesse contexto,
cabe salientar que o controle de “pragas” na produgao agricola do pais se torna cada
vez mais dependente do uso de agrotoxicos.

Desde 2008, o Brasil tem sido considerado o pais que mais faz uso de

agrotoxicos no mundo, ultrapassando o até entdo lider nessa categoria, os EUA
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(BOMBARDI, 2017; CARNEIRO et al., 2015; CARVALHO; NODARI; NODARI, 2017;
LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2012 apud CARNEIRO et al., 2015) e Observatorio da Industria de
Agrotoxicos da Universidade Federal do Parana (2012, apud CARNEIRO et al., 2015),
as vendas de pesticidas a nivel mundial cresceram em torno de 93%, enquanto no
Brasil cresceram 190%, se comparados com o ano de 2002. Esse crescente aumento,
principalmente no Brasil, se deve ao crescimento da demanda de alimentos (SAATH;
FACHINELLO, 2018; SANTOS, 2009) respectivo ao aumento populacional no mundo,
assim, tornando o Brasil um grande exportador de produtos da agricultura (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018), principalmente soja e milho (CARNEIRO et al., 2015).

Na Tabela 1 estédo disponiveis os dados relacionados ao territério que é usado
para a producéo agricola brasileira ao longo de uma década (2002 — 2011). Verifica-
se que as culturas de soja e milho sdo os principais produtos da agricultura do pais,
ficando em terceiro lugar a cana-de-agucar. Além disso, as culturas de cana-de-agUcar
e soja destacam-se por terem tido um maior aumento do territorio cultivado nessa
década analisada. Na Figura 1, também se observa que ao longo dos anos o uso de
agrotoxicos nas lavouras cresceu de acordo com o aumento de area cultivada,

acentuando-se a partir do ano de 2009.

Tabela 1 — Producéo agricola brasileira de 2002 a 2011, em milhdes de hectares.

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Algodéao o8 oO07 12 13 09 11 11 12 14 1,7

Arroz 32 32 38 40 30 29 29 28 29 28
Borracha 021 01 01 O01 O01 01 01 01 02 02
Café 24 24 24 23 23 23 23 22 21 22
Cana 52 54 56 58 64 71 82 95 10,0 11,0
Feijao 43 44 43 40 42 40 40 40 43 37
Mandioca 1,7 16 18 19 20 19 20 21 18 18
Milho 12,3 13,3 12,9 12,2 13,0 14,0 14,7 155 13,6 13,6
Soja 16,4 185 216 234 22,1 20,6 21,1 21,6 22,2 22,7
Sorgo o5 o8 09 08 07 07 08 11 08 0,7
Trigo 22 26 28 24 18 19 24 26 24 22
Citrus 69 10 09 09 09 09 09 09 09 09
Outros 45 45 47 51 51 49 48 48 64 7.8
Total 545 585 63 64,3 626 623 653 684 69 712

Fonte: IBGE/SIDRA (1998-2011) e MAPA (2010) apud Carneiro et al., 2015 (adaptado).
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Figura 1 - Producéo agricola e consumo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos nas

lavouras.
900

850 |
800 |
750 |

700 |

o ‘ -/ Fertilizantes (10 mil toneladas)
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Fonte: SINDAG (2009; 2011), ANDA (2011), IBGE/SIDRA (1998-2011) e MAPA (2010) apud Carneiro
etal., 2015.

Os dados apresentados acima apontam o uso dos agrotoxicos durante a Ultima
década e inicio da atual. Como a Figura 1 aponta, esse aumento no uso de
agrotoxicos, se deve, provavelmente, ao aumento da area de cultivo e também pela
insercao na agricultura das plantas transgénicas e a sua resisténcia aos herbicidas,
sobretudo ao mais utilizado atualmente: o glifosato (BOMBARDI, 2017; CARNEIRO et
al., 2015; KARAM et al., 2018). Além desses fatores, a pressdo seletiva que os
agrotoxicos exercem sobre o0s organismos-alvo também deve ser levada em
consideracdo (KARAM et al., 2018), pois cada vez mais necessita-se de novas
formulacbes para atender a demanda de seres vivos invasores resistentes aos
agrotoxicos ja existentes (CARNEIRO et al., 2015), o que acaba criando um ciclo
vicioso e aumentando o uso de substancias téxicas dos mais variados tipos no meio
ambiente. A Figura 2 exemplifica esse ciclo que ao longo dos anos mostra uma curva

ascendente no uso dos agrotéxicos no pais.
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Figura 2 — Consumo de agrotéxicos e afins no Brasil entre 2000 e 2014 (por tonelada
de ingrediente ativo).
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Fonte: IBAMA / Consolidacéo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotoéxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002 (apud BOMBARDI, 2017).

Em 2019, o governo federal brasileiro iniciou uma agenda de autorizacao rapida
de producdo de novos agrotoxicos no pais (GREENPEACE BRASIL, 2019; LUISA
MELO, 2019). Somente naquele ano, foram autorizados para comercializagdo mais
novos agrotéxicos do que durante os 14 anos anteriores, representando um aumento
de 445%, se comparado com 2005, quando se comecou a se registrar esses dados
(MARCELO KERVALT, 2019). Além disso, em 2020, o Brasil quebrou o recorde do
namero de registro de agrotoxicos desde que se iniciou a série historica. Foram
aprovados para comercializagcdo 493 produtos, um aumento de 4% quando
comparado com 2019 (G1, 2021).

Apesar do nimero expressivo, a maioria das autorizacdes realizadas sao de
agrotoxicos que ja existiam no Brasil. Dessa forma, essas autorizacdes referem-se a
novos produtos comerciais, fabricados por novos laboratérios, mas com principios
ativos que ja estavam aprovados. A Figura 3 ilustra os numeros supracitados,
constatando-se que, nos ultimos quatro anos, houve um aumento expressivo de

liberacdo de novos produtos para comercializagao.
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Figura 3 — Série histérica de aprovacao de agrotoxicos no Brasil.
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Fonte: ONG Repérter Brasil, 2021.

A partir dos dados apresentados, podemos nos preocupar com as
consequéncias que a maior disponibilidade e uso de pesticidas podem trazer para a
salude ambiental e da biota. Um estudo publicado em 2019 em conjunto pela
Organizacdo N&o-Governamental (ONG) Repoérter Brasil, a agéncia de jornalismo
investigativo “Agéncia Publica” e a organizagao suica Public Eye mostrou que, a 4gua
potavel de varios municipios do Brasil tem apresentado residuos de agrotéxicos, e
alguns, inclusive, com limites acima do permitido pela Anvisa e pela regulamentacao
europeia (ANA ARANHA; LUANA ROCHA, 2019). Os dados sobre residuos de
agrotoxicos nos municipios brasileiros estdo disponiveis no portal “Por tras do

alimento” (https://portrasdoalimento.info/agrotoxico-na-agua/#). Nesse website, que é

de dominio das trés organizacdes citadas, pode-se pesquisar a situacdo em cada
municipio, com os agrotoxicos que foram detectados nas analises e as amostras que
mostraram niveis acima dos recomendados de residuos destas substancias. A cidade
de Porto Alegre — RS, por exemplo, teve 27 tipos de agrotoxicos identificados entre os

anos de 2014 e 2017, sendo 11 deles relacionados a doencgas crénicas como o cancer,


https://portrasdoalimento.info/agrotoxico-na-agua/
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defeitos congénitos e distirbios endocrinos. Contudo, nenhum dos pesticidas
identificados ultrapassaram os limites permitidos pela legislacdo brasileira de
concentracdo na agua. Na Figura 4 pode-se verificar o estado atual de residuos de
pesticidas no territorio brasileiro e percebe-se que as regides Sul (Santa Catarina e
Parand), Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Sao Paulo), e o
Tocantins, no Norte, sdo as regides que mais tiveram agrotoxicos detectados nesse

estudo.

Figura 4 — Numero de agrotéxicos identificados em amostras de agua nos municipios
brasileiros.
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Fonte: Controle do Sistema de Informaco de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(SISAGUA), do Ministério da Saude (2018) apud “Por tras do alimento”.

1.2 OS AGROTOXICOS CARBAMATOS

Os carbamatos sdo um grupo de agrotoxicos que atuam, principalmente, na
inibicdo reversivel da enzima acetilcolinesterase (AChE). Essa é a principal enzima

do sistema colinérgico e tem como funcgéo essencial a degradacéo da acetilcolina —
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um importante neurotransmissor do sistema nervoso autbnomo e também das juncdes
neuromusculares (ALTENHOFEN, 2017; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014;
SANTOS, 2009; VENTURA et al., 2010) —, impedindo o acumulo de acetilcolina na
sinapse, 0 que causa hiperexcitabilidade devido a transmissdo continua e
descontrolada dos impulsos nervosos; resultando na paralisacdo dos musculos,
impedindo a respiracdo e levando a morte o organismo por falta de oxigénio no
cérebro (BOSGRA et al., 2009; ALBERTS et al., 2011; BULA BRILHANTEBR, [2011];
GUANGGANG et al., 2013; LAU; KARRAKER; LEUNG, 2015; MENG et al., 2014a,
2014b, 2016, 2017, 2019; NUSAIR et al., 2019; REN et al., 2017; SANTOS, 2009;
SELEEM, 2019; SILVA, 2013; TRACHANTONG et al., 2016).

O metomil (S-methyl-N-[(methylcarbamoxyl)oxy]thioacetimidate) € um pesticida
pertencente ao grupo dos carbamatos, sintetizado pela primeira vez em 1966; e desde
entdo, muito usado no mundo inteiro como um inseticida e acaricida de contato e
ingestao de amplo espectro, principalmente para o controle de pragas em vegetais
(BOSGRA et al., 2009; GUANGGANG et al., 2013; HAYES JR.; LAWS JR., 1991;
LAU; KARRAKER; LEUNG, 2015; MENG et al., 2014a, 2014b, 2016, 2017, 2019;
NUSAIR et al., 2019; REN et al., 2017; SANTOS, 2009; SELEEM, 2019; SILVA, 2013;
TRACHANTONG et al., 2016). Esse inseticida pode ser empregado para uma gama
de culturas, tais como, o algodao, arroz, aveia, batata, brocolis, café, centeio, cevada,
couve, dendé, feijdo, milheto, milho, repolho, soja, sorgo, tomate, trigo e triticale
(ANVISA, 2019). Além disso, pode ser aplicado em pré-plantio nas culturas de soja e
milho (ANVISA, 2019). O metomil possui como férmula quimica CsH10N202S (Figura
5). Ele se apresenta na sua forma pura como um sélido cristalino com um leve odor
sulfuroso. Seu ponto de fusdo é de 78 a 79°C e possui solubilidade a 25°C de 5,8%
em agua, 22% em isopropanol, 42% em etanol, 73% em acetona e 100% em metanol
(HAYES JR; LAWS JR.; 1991).

Figura 5 - Formula quimica estrutural do metomil.

SCH
CH,NHCO,N=C_
CH

3

3

Fonte: Anvisa, 2019.
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Em relacdo a periculosidade ambiental, o metomil comercial pertence a
Categoria 2 da nova classificagdo toxicologica brasileira vigente, ou seja, o produto é
considerado muito perigoso ao meio ambiente. No que concerne a esse aspecto, a
bula do produto comercial BrilhanteBR® informa que o produto é altamente mével,
indicando alto potencial de deslocamento no solo, e, consequentemente, alto risco de
contaminacdo para lencois freaticos. Em &guas superficiais e solos, metomil
apresenta uma rapida degradacao, de no maximo sete dias, pois altas temperaturas
e a luz solar podem auxiliar nesse processo, ao contrario do que se encontra nas
condicbes de aguas subterraneas. Nesse sentido, Carbo et al. (2008) analisaram
amostras de aguas subterraneas proximas a lavouras de cultura de algodao na cidade
de Primavera do Leste, no Estado do Mato Grosso — Brasil, e demonstraram por meio
da metodologia de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Rede de
Diodos (CLAE/DAD) que dos doze pesticidas analisados, oito deles foram detectados
nas amostras, incluindo o metomil, detectado com uma concentracdo de 22,81 ug/L
(CARBO et al., 2008). Esse valor € em torno de setenta vezes maior se comparado
com o estabelecido para o carbaril (outro agrotdéxico carbamato), cujo limite ambiental
estabelecido € de 0,32 pg/L pela Resolugédo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2005).1

Segundo o relatério de comercializacdo de agrotoxicos em 2014 do Instituto do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ilbama), que mostra os 10
principios ativos mais vendidos, o metomil aparece no 9° lugar desse ranking (Tabela
2). No entanto, de acordo com o relatério de vendas de agrotoxicos nas Unidades
Federativas para o ano de 2019, o metomil se encontrava em 17° lugar nas vendas

nacionais, num total de 89 ingredientes ativos disponiveis para comercializacao.

1 Néo existe valor estabelecido pelo CONAMA 357/2005 para 0 metomil.
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Tabela 2 - Dez ingredientes ativos mais vendidos no Brasil em 2014 (em toneladas).

Vendas

Ingrediente Ativo Inarediente Ativo Ranking

Glifosato e seus

sais 194.877,84 1°
2,4-D 36.513,55 20
Acefato 26.190,52 30
Oleo mineral 25.632,86 40
Clorpirifés 16.452,77 50
Oleo vegetal 16.126,71 6°
Atrazina 13.911,37 7°
Mancozebe 12.273,86 8°
Metomil 9.801,11 9o
Diurom 8.579,52 10°

Fonte: IBAMA (2016) / Consolidacdo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos
técnicos, agrotéxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002.

1.3 A IMPORTANCIA DOS ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

A Ecotoxicologia se ocupa dos estudos da interacdo de componentes
xenobidticos e o impacto que estas substancias antropogénicas podem causar nos
organismos que vivem nos mais variados ambientes (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014; KLAASSEN; WATKINS, 2012). E uma érea interdisciplinar e se
beneficia de estudos dos mais variados campos do conhecimento, como a geologia,
a farmacologia, a toxicologia, a quimica analitica, a ecologia, a bioquimica, a biologia
molecular e a estatistica (OGA; CAMARGO, BATISTUZZO, 2014). O termo
“Ecotoxicologia” foi usado pela primeira em 1969 (MAGALHAES; FERRAO-FILHO,
2008) e desde entdo, esta area vem se tornando cada vez mais importante para
avaliar o risco que certas substancias podem ocasionar, principalmente, na biota.
Nesse sentido, os organismos-modelo sdo essenciais, para que estudos mais
aprofundados sejam feitos de avaliacdo de impacto ambiental, quando muitas vezes
somente a analise de parametros fisico-quimicos da agua, por exemplo, se tornam
insuficientes (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014; KLAASSEN; WATKINS, 2012).

Dentre os contaminantes antropogénicos mais comuns, 0s agrotéxicos ocupam
uma posicdo de destaque em relacdo a sua periculosidade de contaminagéo
ambiental (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014), com alto potencial de impacto nos
recursos naturais, como aguas superficiais e subterraneas, e consequentemente,

contaminagcdo de organismos vivos que ai vivem (PARWEEN; JAN, 2019). Portanto,
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avaliar e prever quais serdo os efeitos destes produtos em organismos, populagdes,
comunidades e ecossistemas € indispensavel (KLAASSEN, WATKINS, 2012).

1.4CONTRIBUICAO DE ESTUDOS ANTERIORES COM O METOMIL

Em um estudo de Meng et al. (2014), os pesquisadores avaliaram os efeitos
crénicos que o metomil poderia vir a causar em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
em seu sistema antioxidante. Os resultados que estes autores encontraram foram que
as atividades de glutationa-S-transferase (GST), glutationa redutase (GR), glutationa
peroxidase (GPx) e os niveis de glutationa oxidada (GSSG) acompanhada por uma
diminuicdo nos niveis de glutationa reduzida (GSH) em exposicdo as concentracdes
de metomil de 2, 20 ou 200 ug/L, depois de 30 dias (com posterior recuperacao das
tilapias em dgua sem metomil por 18 dias) induziu o aumento nas taxas de GST, GR,
GPx e GSSH em 150,87%, 163,21%, 189,76% e 179,56%, respectivamente,
comparados com o controle. A taxa de inibicdo de GSH foi de 50,67% comparado com
o controle. Segundo os autores, todas essas alteracfes indicam que o metomil causou
estresse oxidativo no animal testado (MENG et al., 2014a).

Outro estudo de Meng et al. (2014), avaliou as atividades das enzimas
hepaticas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus). Eles mostraram que a exposi¢cdo dos animais a doses de
metomil de 2, 20 e 200 pg/L durante 30 dias (com posterior recuperacao das tilapias
em agua sem metomil por 18 dias) demonstraram que as atividades hepéticas de SOD
e CAT foram afetadas significativamente, com o aumento da atividade destas duas
enzimas em 197,56% e 355,67%, respectivamente, no grupo de maior concentragao,
guando comparado com o controle (MENG et al., 2014b).

Guanggang et al. (2013) demonstraram por meio de teste cometa alcalino, que
o metomil induz quebras no DNA de fita simples de células in vitro expostas em
concentracfes subletais, sendo que as quebras foram maiores em concentracdes
maiores, ou seja, dose-dependentes (GUANGGANG et al., 2013). Em outro estudo,
Silva (2013) mostrou que a formulacdo comercial do metomil foi mutagénico pelo teste
de micronucleo em camundongos, nas doses de 0,005 mg/kg e 0,0005 mg/kg (p <
0,05). O mesmo autor também demonstrou pelo teste cometa que o metomil induziu
dano significativo ao DNA dos camundongos na dose de 0,005 mg/kg (p < 0,05)
(SILVA, 2013).



22

Santos (2009) avaliou a toxicidade aguda (em 96h) do metomil sobre a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) em zebrafish adultos. Na avaliacdo in vitro da
AChE, como era de se esperar, 0 metomil causou a inibicdo da enzima nas variadas
concentracdes. Na concentracao de 0,01 mg/L a atividade da AChE foi de 50,60%; na
concentragéo de 0,02 mg/L de metomil foi de 37,34%; e na concentragao de 0,2 mg/L
a atividade foi de 31,27%. Além disso, a autora também avaliou as alteractes
comportamentais do zebrafish, 0os quais mostraram nas primeiras horas apos o inicio
da exposicdo: extensdes repetidas das nadadeiras, disparos de natacéo, tremores,
dobramento da espinha dorsal, abrimento e fechamento bucal repetitivos, diminuicao
da capacidade natatério, natacdo horizontal, movimentos natatorios circulares,
migracao dos peixes para a superficie do aquario e auséncia de movimento em alguns
peixes (SANTOS, 2009).

Yoon et al. (2016) avaliaram a toxicidade do metomil (e da metidationa) em
zebrafish adultos por meio de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(NMR). Os autores buscaram por meio desta metodologia, avaliar a existéncia de
metabdlicos no metabolismo da colina, resultantes da alteracdo da hidrélise da
acetilcolina. Dessa forma, chegaram a conclusado, por meio da correlacdo de Pearson,
gue a colina mostra forte correlagdo positiva com acetato (r > 0,9, p < 0,0001) e
betaina (r > 0,85, p < 0,001) em peixes no controle sem a adi¢do dos pesticidas. Os
tratamentos com os pesticidas do estudo mostraram mudancas nessas correlacdes
positivas, levando a valores nulos (r < 0,78) (YOON et al., 2016).

Seleem (2019), avaliou os efeitos teratogénicos e neurotoxicos induzidos por
metomil em girinos de uma espécie de sapo (Bufo arabicus). Nesse estudo, o autor
demonstrou que os girinos expostos ao metomil mostraram hiperatividade, agitacéao
extrema, natacdo anormal, e cauda com tor¢des, quando comparados com o controle.
Além disso, os girinos apresentaram escoliose nos estagios 25 e 37; cifose com
regressao caudal retardada e reducdo da ossificacdo das falanges de digitos para
ambos 0s membros anteriores e posteriores nos girinos no estagio 40 expostos ao
metomil. Além desses aspectos, mudancas de ordem histopatolégica e imuno-
histoquimica também foram detectados, levando assim a conclusédo pelo autor, que 0
metomil tem efeitos teratogénicos e neurotdxicos nessa espécie de anfibio (SELEEM,
2019).

E para concluir, apesar de nao existir estudos que avaliem os efeitos adversos

do metomil em embrides e larvas de zebrafish, um estudo de Schock et al. (2012)



23

avaliou os efeitos do carbaril nos estagios de desenvolvimento de zebrafish. Carbaril
faz parte do mesmo grupo de inseticidas que o metomil e possui valores de deteccéo
limites (0,32 pg/L) para a legislacdo brasileira (CONAMA N° 357/2005). Os autores
demonstraram que larvas de zebrafish expostas ao carbaril tiveram mudancas na sua
morfologia normal, especialmente no tamanho e forma do embrido. Esse agrotoxico
também causou alteracdes na formagdo do coracao, caracterizado pelo decréscimo
na taxa dos batimentos cardiacos e um atraso no desenvolvimento do ciclo cardiaco.
Além disso, houve um declinio no nimero de neurbnios na medula espinal e um
aumento na morte de células nesses animais (SCHOCK et al., 2012).

Com o objetivo de avaliar os danos que possivelmente o metomil poderia
causar em organismos nao-alvo, para este trabalho foi escolhido como organismo-
modelo o zebrafish (Danio rerio), que nos ultimos anos tem se consolidado como um
modelo experimental bastante sensivel para estudos toxicolégicos. As vantagens do
uso desta espécie na pesquisa cientifica jA sdo bem conhecidos e incluem: menor
demanda fisica e menor custo de manutencdo que roedores; reproducdo por
fertilizacdo externa numerosa; presenca de dimorfismo sexual; alta similaridade
anatdmica e gendmica com os humanos; e rapido desenvolvimento embrionario, com
embriGes transparentes, o que facilita as mais variadas metodologias (ALTENHOFEN,
2017; ALTENHOFEN et al., 2017, 2019; BRIDI et al., 2017; DA SILVA ACOSTA et
al., 2016; DAMMSKI et al., 2011; LEITE et al., 2013; PEREIRA et al., 2011; SANTOS,
2009; SCHOCK et al., 2012; YOON et al., 2016). Além disso, por se tratar de um
organismo aquatico, esse modelo biol6gico se torna ainda mais valioso, pois pode
representar os efeitos que certos contaminantes podem causar em organismos que
entram em contato direto com aguas contaminadas (PARWEEN; JAN, 2019). Dessa
forma, a hipotese para este estudo é de que o metomil, mesmo em concentracdes
subletais, poderia causar alteracbes no desenvolvimento inicial do zebrafish, com
alteracdes funcionais, morfolégicas, comportamentais, na atividade e expressdo
génica da AChE.
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2. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar os efeitos adversos do metomil, em
uma formulacdo comercial, nos estagios iniciais de desenvolvimento do zebrafish
sobre os parametros morfologicos, funcionais, comportamentais, moleculares e

bioquimicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracao letal mediana (CLso) para embrides de zebrafish;
e Avaliar o efeito da exposicdo de diferentes concentragdes do metomil em
embrides e larvas de zebrafish perante os seguintes parametros:
0 Taxas de sobrevivéncia e eclosdo ao longo de seis dias de exposicéo;
o Eventos de movimento espontaneo da cauda (STC) de embrides de 1
dia p6s-fertilizacao (dpf);
o Frequéncia cardiaca de larvas de 2 dpf;
o Morfologia das larvas de 5 dpf;
o0 Atividade locomotora das larvas de 6 dpf;
e Analisar a atividade biologica da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de 6 dpf
por meio de ensaio enzimético;

e Avaliar a expresséo génica de ache em larvas de 6 dpf, por meio de RT-gPCR.
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Abstract

The use of pesticides has continue grown over recent years, leading to several
environmental concerns, such as the contamination of surface and groundwater
resources and associated biota, potentially affecting populations that are not primary
targets of these xenobiotics. In this sense, environmental risk assessment is
imperative, and the use of model organisms to evaluate these threats in vivo is an
essential tool. In this work we investigate lethal and sublethal effects of acute exposure
of methomyl in commercial formulation in zebrafish embryo and larvae. Methomyl is a
broad-spectrum carbamate insecticide and acaricide that acts primarily in
acetylcholinesterase inhibition (AChE). Methomyl 96h-LCso was determined through
the Fish Embryo Acute Toxicity Test (FET). Sublethal 6-day exposure was performed
in six methomyl (a.i.) nominal concentrations (0.5; 1.0; 2.2; 4.8; 10.6; 23.3 mg/L) to
evaluate developmental, functional, morphological, behavioral, biochemical, and
molecular endpoints of zebrafish early-development. Methomyl affected embryo
hatching and larval morphology and behavior, especially in higher concentrations;
resulting in smaller body and eyes size, failure in swimming bladder inflation,
hypolocomotor activity, and concentration-dependent reduction in AChE activity;
demonstrating methomyl strong acute toxicity and neurotoxic effect.

Keywords: Carbamate Pesticides; FET; Zebrafish Morphology; Zebrafish Behavior;
Ecotoxicology; LCso
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o0 avanco tecnoldgico da sociedade, cada vez mais novas substancias
antropogénicas sdo expostas no meio ambiente, trazendo riscos para as populacdes
de seres vivos que fazem parte do ecossistema, incluindo o ser humano. A poluicéo é
um dos maiores desafios da humanidade atualmente, e o atual sistema agricola € um
dos fatores criticos para o agravamento da contaminacéao de solos e recursos hidricos.
Além da expansao das areas de cultivo que trazem a reducéo de florestas, como
aconteceu com a Mata Atlantica e Cerrado, e que acontece atualmente com a Floresta
Amazobnica, a agricultura hoje tem ainda como um outro impacto o uso de
agroquimicos, sendo os agrotdxicos os maiores vildes. O Brasil € o pais que mais faz
uso de agrotéxicos no mundo, com atual aumento progressivo na aprovacao de novos
agrotoxicos para comercializacdo. O aumento no uso destas substancias no nosso
pais ja tem se refletido sobre a qualidade da agua potavel dos municipios, e, portanto,
se faz urgente avaliar as consequéncias da exposi¢cdo a essas substancias, a fim de
evitar danos aos organismos vivos como um todo.

O metomil é um potente inseticida, e amplamente utilizado ndo somente na
agricultura, mas também no uso doméstico para o controle de infestacdo de
aracnideos e moscas. Até esse momento, estudos desse ingrediente sdo escassos e,
assim, se torna importante saber suas consequéncias em organismos nao-alvo.
Nesse sentido, o zebrafish ja é bem consolidado como um organismo-modelo sensivel
e confiavel para estudos de toxicidade, e muito adequado no contexto deste trabalho,
por ser a agua o principal potencial meio de contaminacédo pelo metomil para outros
organismos.

A CLso do metomil para embrides de zebrafish foi maior que aquela encontrada
na FISPQ do produto para adultos. Alguns trabalhos ja demonstraram que 0s
embribes de zebrafish podem néo ser tdo sensiveis para compostos neurotdxicos,
como apresentado no Capitulo 2. Apesar de certa resisténcia a letalidade, exposicao
a concentragbes subletais demostram alta toxicidade aguda do metomil,
especialmente nas larvas de zebrafish. Parametros avaliados nos primeiros estagios
de desenvolvimento, como movimento espontaneo da cauda (STC) e frequéncia
cardiaca, ndo apresentam alteragdes significativas apos exposi¢cado ao metomil, exceto
quanto a taxa de eclosdo, que apresentou antecipacdo da eclosdo de embrides, de

forma concentracdo dependente. Na fase larval, praticamente todos os parametros
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morfologicos e comportamentais avaliados apresentaram alteracdes significativas.
Sob aspectos morfologicos, as larvas expostas ao metomil apresentaram menor
comprimento do corpo e o tamanho dos olhos foi menor em todos 0s grupos; e nos
grupos de maior concentracdo de metomil, M5 e M6, menor distancia entre olhos,
indicando, possivelmente, um menor tamanho da cabega. Adicionalmente, identificou-
se falha, ou atraso, no processo de inflar a bexiga natatéria em todos os grupos
expostos ao metomil. Em conjunto, tais alteracBes certamente contribuiram ao
comportamento hipolocomotor observado nas larvas. A exposicdo ao metomil
demonstrou diminuir a distancia percorrida pelas larvas; a velocidade média e maxima
aceleracéo; diminuiu o estado de alta mobilidade; além de aumentar os angulos
absoluto de giro e de meandro absoluto, indicando ndo apenas que apresentaram
menor comportamento locomotor, mas com trajetéria de deslocamento comprometido.
A indicacdo de efeito neurotoxico do metomil foi ainda reforcado pela redugcédo na
atividade da AChE, que ocorreu de forma concentragdo-dependente, e sem
contribuicdo de regulacéo transcricional.

Assim, € possivel hipotetizar que, em condicbes ambientais, a prole do
zebrafish teria dificuldades de sobrevivéncia, impedindo inclusive de atingir a fase
adulta. Por exemplo, prejuizos no sistema visual, na bexiga natatéria e no tamanho
do corpo das larvas podem diminuir as chances de sobrevivéncia desses animais em
um cenario natural. A morfologia esta ligada ao comportamento locomotor, logo, na
presenca de prejuizos e até deformidades morfologicas, havera prejuizos na
locomocéo desses animais, podendo experimentar uma maior dificuldade para fugir
de predadores, buscar de alimentos ou habitat seguro.

Apesar de o metomil ter alterado varios padrdes dos estagios iniciais de
desenvolvimento do zebrafish, ndo é possivel precisar que os danos registrados para
esse periodo se perpetuardo até a vida adulta. Este estudo propds avaliar o efeito de
exposi¢do aguda ao metomil nestes animais, porém, ainda € desconhecido o efeito
apos a retirada desse contaminante da agua; como por exemplo, uma possivel
recuperacdo dos animais. Nesse sentido, estudos que avaliem a recuperacéo e até
estudos transgeracionais de animais expostos ao metomil seriam interessantes
ferramentas para avaliar efeitos de curtas exposi¢cdes a longo prazo. Adicionalmente,
estudos para aprofundar os potenciais mecanismos envolvidos em tais alteragoes,

como por exemplo, um possivel envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo,
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ou danos no DNA; vias de sinalizagdo importante em exposicdo a diferentes
contaminantes.

Finalmente, este trabalho demonstrou que o zebrafish € um organismo sensivel
para a exposicao ao metomil em concentracfes subletais, especialmente no estagio
larval, a partir de dados inéditos na literatura contribuindo elucidagédo de efeitos
adversos deste tipo de composto, cada vez mais presentes em nosso cotidiano e que
podem trazer sérios riscos para as populacdes de seres vivos silvestres, bem como

para a saude do ser humano.
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ANEXOS
ANEXO 1 — Carta de aprovacdo CEUA

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Codigo SIPESQ: 9593 Porto Alegre, 18 de dezembro de 2019

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou o
Projeto de Pesguisa "Avaliagio dos Efeitos Adversos da Exposigdo ao Agrotdxico
Metomil nos Estéagios Iniciais de Desenvolvimento do Zebrafish (Danio rerio)”
coordenado por MAURICIO REIS BOGO,

Sua investigagio, respeitando com detalhe as
descrigdes contidas no projeto & formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a
partir da presente data,

Informamos gue & necessario o
encaminhamento de relatério final guando finalizar esta investigagio, Adicionalmente,
ressaltamos gue conforme previsto na Lei no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei
Arouca), gue regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de animais, & fungio
da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspegbes
periddicas nos locais de pesquisa.

Duragdo do Projeto: 18122018 - 18/02/2021

N de Animais Espécie

10114 Danio rerio

Total de Animais: 10114

Atenciosamente,

Comissfio de Etica no Uso de Animais(CEUA)
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