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RESUMO

O consumo de agrotdxicos tem um crescimento acentuado, principalmente no Brasil
através da monocultura de soja transgénica. Este modelo de producdo gera
situacdes de risco, acidentes naturais ampliados e complexos através da utilizacao
combinada de agrotoxicos durante o cultivo. O figado, 6rgdo responsavel por
metabolizar estas substancias, pode ser altamente susceptivel. Desse modo, este
trabalho visou avaliar, através de um modelo in vitro, os efeitos toxicos do uso
individual e combinado de glifosato, fipronil e imidacloprido. As células de
hepatoblastoma humano HepG2 foram cultivadas em meio DMEM e incubadas a
37°C em 5% de CO.. A citotoxicidade individual dos agrotoxicos foi avaliada através
dos ensaios de reducdo do MTT e captacdo do vermelho neutro. Com base na
citotoxicidade individual de cada agrotoxico, os efeitos da mistura foram previstos
utilizando os modelos matematicos de adicdo da concentracdo (AC) e acéo
independente (Al). Foram avaliadas experimentalmente duas misturas, a Mix A,
composta pelos agrotéxicos em concentracdes equipotentes, que provocam 50% do
efeito maximo de cada agrotéxico (ECsp) e, a Mix B, composto por concentracdes
equivalentes aos niveis de ingesta diaria aceitavel (IDA). Adicionalmente, os
agrotoxicos isolados e em mistura foram avaliados quanto a producdo de radicais
livres, potencial de membrana mitocondrial, dano ao DNA e liberacdo das enzimas
hepéticas utilizando concentracdes equivalentes ao EC,s, EC5p € EC75. Os valores
de ECso obtidos para fipronil, glifosato e imidacloprido foram 37,59; 41,13; e 663.66
mg/l, respectivamente. Para as misturas, foi observado um efeito sinérgico, ou seja,
maior que o esperado pelas previsdes. Os agrotéxicos isolados e as misturas néao
produziram aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nem dano ao
DNA. Entretanto, foi observada uma diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial das células HepG2 e um aumento da liberacdo de transaminases e FAL
para o meio extracelular, indicando despolarizacéo e dano celular, respectivamente.
Com este trabalho, foi possivel observar um aumento da toxicidade quando os
agrotoxicos estdo em mistura, mostrando a necessidade da avaliagdo combinada

dos efeitos destes compostos.

Palavras- chave: agrotoxicos; células HepG2; avaliagdo de misturas;

hepatotoxicidade in vitro; riscos a saude humana.






ABSTRACT

The consumption of pesticides has grown sharply, mainly in Brazil, through the
transgenic soy monoculture. This production model generates risk situations and
extended and complex natural accidents, through the combined use of pesticides
during cultivation. The liver is the main organ responsible for the biotransformation of
these substances, being highly susceptible to their effects. Therefore, this work
aimed to evaluate, through an in vitro model, the toxic effects of individual and
combined wuse of glyphosate, fipronil and imidacloprid. HepG2 human
hepatoblastoma cells were cultured in DMEM medium and incubated at 37 ° C in 5%
CO,. The individual cytotoxicity of pesticides was evaluated through MTT reduction
and neutral red uptake assays. Based on the individual cytotoxicity of each pesticide,
the effects of the mixture were predicted using the using the mathematical models of
concentration addition (CA) and independent action (IA). Two mixtures were
experimentally evaluated, Mix A, formed by the pesticides at equipotent
concentrations, which cause 50% of the maximum effect of each pesticide (ECsp),
and Mix B, formed by concentrations equivalent to the levels of acceptable daily
intake (ADI). In addition, the pesticides alone and in mixture were evaluated for free
radical production, mitochondrial membrane potential, DNA damage and liver
enzyme release using concentrations equivalent to EC,s, ECso and ECvs. The ECsg
values obtained for fipronil, glyphosate and imidacloprid were 37.59; 41.13; and
663.66 mgl/l, respectively. For mixtures, a synergism was observed, characterized by
an effect greater than the expected by the previsions. The isolated pesticides and
mixtures did not increase reactive oxygen and nitrogen species or damage DNA.
However, a decrease in the mitochondrial membrane potential of HepG2 cells and an
increase in the release of transaminases and ALP into the extracellular medium were
observed, indicating depolarization and cell damage, respectively. With this work, it
was possible to observe an increase in toxicity when the pesticides are mixed,
showing the need for a combined evaluation of the effects of these compounds.

Keywords: pesticides; HepG2 cells; mixtures; in vitro hepatotoxicty; risks to human
health.






APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdo
submetida e dividida em sec¢des da seguinte maneira: Introducéo, Objetivos, Estado
da Arte, Artigo cientifico submetido presente no Capitulo I, Discussdo, Concluséo e

Referéncias Bibliograficas.

A Introducdo apresenta o embasamento tedrico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Os Materiais, Métodos, Resultados e
as Referéncias especificas encontram-se no corpo do manuscrito, denominado

Capitulo I.

A secédo Discussado contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos. A
secdo Conclusbes aborda as conclusdes gerais dos principais resultados da

dissertacéo.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas secdes

Introducéo e Discusséo da dissertagéo.
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INTRODUCAO






A prética da agricultura € muito desenvolvida no Brasil, atuando como uma
fonte de alimento, de trabalho e principalmente na economia local com
comercializacdo e exportacdo dos produtos agricolas. O Brasil € um dos maiores
produtores mundiais de commodites agricolas e é o segundo pais que mais exporta
estes produtos, destacando-se principalmente a soja. Devido a este fato,
observamos um aumento do consumo de insumos agricolas, onde em 2015 no
Brasil, foram consumidos em média 570.060.129,90 litros de agrotoxicos (PIGNATI
et al., 2017). Entre 2000 e 2012, o aumento do uso destes quimicos foi mais que o
dobro por unidade de &rea, sendo este um fato preocupante pelos impactos do uso
excessivo de agrotoxicos sobre o meio ambiente e a sautde humana (ALMEIDA et
al., 2017).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nos ultimos dez
anos o mercado mundial de agrotéxicos cresceu 93% enquanto o mercado brasileiro
cresceu 190%. Esse consumo elevado de agrotoxicos € consequéncia da
necessidade de producdo de alimentos, devido a extensa area do nosso pais e de
sua grande populagdo, assim como as condi¢es climaticas, os habitos de cultivo e
0 aumento no cultivo de transgénicos (CARNEIRO et al., 2010). A soja é a principal
oleaginosa produzida no Brasil, e nesta monocultura o cultivo de soja transgénica &
um dos fatores que mais implica na utilizacdo de agrotoxico, pois este gréo foi
modificado geneticamente para suportar uma quantidade maior, principalmente de

herbicidas.

A ampla utilizacdo dos agrotoxicos pode implicar em utilizagcdo excessiva nas
plantacdes (mais do que a necessaria), além de erros em diluicdes facilitando a
contaminacao de solos e aguas. Este fato pode colaborar para um efeito cumulativo
destes agrotoxicos no organismo humano que ja estd exposto aos agrotdxicos
através da ingesta de alimentos oriundos da agricultura. Além de acumular-se no
meio ambiente onde contaminam aguas e solo, prejudicando as espécies que nele
vivem. Atualmente existem aproximadamente 1.400 formulacbes de agrotoxicos
registradas no Brasil e, das 50 mais utilizadas 22 foram proibidas pela Unido
Européia (CARNEIRO, et al., 2015).

Os efeitos a saude humana estdo sendo amplamente estudados, pois além da

toxicidade aguda, que ocorre logo apds a exposicdo aos agrotoxicos, podem ser
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encontrados outros efeitos em longo prazo no organismo humano. Estes efeitos
podem incluir mutacdées no DNA, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, problemas
renais, alteracbes endocrinas, depressdo e desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (AGOSTINI et al., 2020).

Para os humanos ndo expostos pela pratica da agricultura a exposicéo
depende do tempo e da quantidade de agrotdoxico aplicado nos insumos. Para
analisar estes efeitos utilizam-se modelos de estudo, como o modelo in vitro
utilizando células saudaveis e células tumorais, modelos com ratos e com peixe-
zebra. Estes estudos sdo necessarios para avaliar o efeito crénico de pequenas
concentracbes de agrotoxicos, como as permitidas pela ANVISA que incluem a

ingestédo diaria aceitavel (IDA) e, o nivel de exposicdo ocupacional (OEL).
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1.

Objetivo Geral

Avaliar, através de modelo in vitro, os efeitos toxicos do uso individual e

combinado de glifosato, fipronil e imidacloprido.

2.
v

Objetivos Especificos:

Avaliar a citotoxicidade dos agrotoxicos glifosato, fipronil e imidacloprido,
isoladamente e em mistura, nas células de hepatoblastoma humano HepG2.
Avaliar a producdo de radicais livres induzido pelos agrotoxicos glifosato,
fipronil e imidacloprido, isolados e em mistura.

Investigar os efeitos dos agrotoxicos glifosato, fipronil e imidacloprido,
isolados e em mistura, sobre o potencial de membrana mitocondrial.

Avaliar o dano ao DNA induzido pelos agrotdxicos glifosato, fipronil e
imidacloprido, isolados e em misturas.

Investigar danos citotoxicos induzidos pelos agrotéxicos glifosato, fipronil e
imidacloprido, isolados e em misturas através das enzimas hepaticas AST,
ALT, FAL e LDH.

Avaliar o possivel efeito sinérgico, aditivo ou antagdnico da mistura de
glifosato, fipronil e imidacloprido.
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1.1 Cultivo de soja

A soja Glycine max (L.) Merrill (Fabaceae) é a principal oleaginosa cultivada no
mundo, faz parte do conjunto de atividades agricolas com maior destaque no
mercado mundial e destaca-se pelo crescimento acentuado na producéo agricola. O
aumento desse cultivo deve-se a diversos fatores, entre eles a soja apresenta
grande quantidade de proteinas de excelente qualidade; possui consideravel teor de
0leo; € uma commodite com padronizacdo e uniformidade; e, devido ao crescimento
de sua demanda nos ultimos anos, aumentou o desenvolvimento de tecnologias
para cultivo e produtibilidade (ALMEIDA et al., 2017).

No final da década de 60 o plantio da soja comecou a ser introduzido no Brasil,
neste periodo o que mais se produzia no pais era o trigo. O teor de 6leo e proteina
do grdo da soja despertou o interesse das industrias mundiais, fazendo o Brasil
enxergar a soja como um produto comercial. Com a explosédo de preco da soja no
mercado mundial na década de 70, o Brasil comecou a investir em tecnologias de
plantio da soja e assim o grdo pode ser plantado com sucesso em regides de baixas
latitudes (EMBRAPA, 2016).

O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo e também esté entre
um dos maiores exportadores de soja mundial e muito tem se investido no
aperfeicoamento da producdo. Apesar de alguns fatores diminuirem as vantagens
do Brasil na producdo de soja, como a logistica de transporte, problemas de
escoamento e deficiéncias na capacidade de armazenamento, no contexto mundial
o Brasil apresenta vantagens territoriais, climaticas e tecnoldgicas no processo de
cultivo da soja (PIGNATI et al., 2017). Em 2019, no Brasil foram produzidas 114,843

milhdes de toneladas de soja em uma area de 35,822 milhdes de hectares.

O Rio Grande do Sul tem sido um dos maiores produtores e exportadores de
soja no Brasil, ocupou o segundo lugar na produc¢éo de soja no ano de 2019 ficando
atrds somente do estado de Mato Grosso. O Rio Grande do Sul produziu 19,187
milhdes de toneladas de soja, sendo o municipio de Tupanciretd o maior produtor
estadual, com cerca de 500 toneladas de soja em 2017, enquanto 0 municipio de ljui
teve o maior numero de estabelecimentos produtores de soja, sendo eles 1235
(EMBRAPA, 2019).
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O cultivo de soja demanda um uso extenso de diferentes classes de
agrotoxicos, principalmente com o cultivo da soja transgénica. Os produtos
transgénicos sao modificados geneticamente para receberem uma quantidade maior
de agrotoxico, principalmente o glifosato, sem afetar o produto cultivado,
consequentemente a comercializacdo e o consumo de agrotoxicos aumentam. O
plantio para comercializacdo dos produtos transgénicos esta autorizado no Brasil
desde 1998. Alguns dos objetivos deste cultivo sdo aumentar a produtividade,
melhorar a resisténcia a pragas e aos agrotoxicos, o tempo de estocagem e a
duracdo do produto. Dentre as classes de agrotoxicos mais aplicados na cultura de
soja trés foram selecionados, com base na maior frequéncia de uso, para os estudos

do presente trabalho, sendo eles glifosato, fipronil e imidacloprido.

1.2 Impactos do uso de agrotéxicos na saude humana

No Brasil, 0 uso de agrotéxicos € considerado importante devido ao modelo de
agricultura utilizado no pais. Em consequéncia disso, o pais é considerado um dos
maiores consumidores de agrotoxicos desde 2008. Com um crescimento acentuado
nas vendas e na utilizacdo, estima-se que o consumo anual de agrotéxicos supere
um milhdo de litro. Esta pratica, entretanto aumenta a probabilidade de impactos
negativos em organismos ndo alvo, como organismos aquaticos, plantas e
mamiferos. Um dnico evento de chuva pode levar a perdas de até 2% da dose de
agrotoxico aplicada e estes residuos podem atingir 0 meio ambiente e serem

responsaveis por efeitos adversos (SIGRH, 2005).

O ser humano € exposto aos agrotéxicos por diferentes meios, seja através do
consumo de alimentos, através da ingestdo de aguas contaminadas,
ambientalmente durante a pulverizacdo dos agrotoxicos e, ocupacionalmente pela
aplicacdo dos produtos na agricultura. Por isso, o impacto do uso extensivo de
agrotoxicos na saude humana vem sendo muito estudado e diversos estudos ja
comprovam os maleficios para a saude humana. Os efeitos da exposicdo podem
incluir nauseas e dor de estbmago, dores de cabeca, gastrite, depressdo e
ansiedade (CARGNIN et al., 2017). Ja foram observados danos nos mecanismos de
defesa celular, alteragdo nas atividades dos telomeros e danos ao DNA (KAHL et al.,

2016). Além disso, agricultores expostos aos agrotoxicos tém mais chances de
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cometer suicidio (KRAWCZYK et al., 2014; KIM et al., 2017).

As alteracbes causadas pelos agrotoxicos podem estar associadas ao
desenvolvimento de alguns tipos de céancer. Bocooline et al., 2016, estudaram a
relacdo de individuos expostos e a mortalidade por linfoma n&o-Hodking (NHL) e,
encontraram relacdes positivas entre a mortalidade por NHL no grupo exposto aos
agrotoxicos. Outros estudos relatam a associacdo da exposicdo aos agrotoxicos
com o aumento dos casos de melanoma cutaneo (FORTES et al., 2016).

Sendo o figado o oOrgdo mais complexo e versati do mamifero,
desempenhando fun¢bes metabdlicas Unicas, ele torna-se o 6rgdo alvo de
substancias toxicas, como 0s agrotoxicos, causando lesdes e perda de funcao
hepatica importante aos mamiferos (MAHAJAN et al., 2018). Entretanto, além de
afetar a funcdo hepatica estudos evidenciam que outros 6rgdos sdo afetados pela
exposicdo aos agrotoxicos. Mossa et al., 2015, avaliaram a exposi¢cdo sub-crbénica
ao fipronil em ratos machos albinos e evidenciaram lesdo hepatica e renal. Em um
estudo realizado por Hao et al., 2019, a exposi¢cdo ao glifosato causou uma forte
toxicidade as células humanas A549, sugerindo um risco de toxicidade pulmonar e,
neste mesmo estudo, os efeitos de neurotoxicidade também foram evidenciados na
linhagem celular SH-SY5Y (HAO et al., 2019).

1.3 Glifosato

Sendo o ingrediente ativo do Roundup®, o glifosato [N-(fosfonometil) glicina] é
o herbicida sintético mais utilizado na agricultura latino-americana, principalmente
em culturas de soja transgénica (LAJMANOVICH et al.,, 2019). A exposicdo
ambiental do glifosato é intensa e os seres vivos vém sendo afetados por esta
exposi¢cdo ha muitas décadas. O glifosato, assim como os seus metabolitos, pode
ser encontrado no solo, no ar, nas aguas superficiais e aguas subterréaneas, e
também nos produtos alimentares derivados e ndo derivados da soja e, nos
humanos. Esta contaminacdo ocorre devido a utilizacdo excessiva deste produto,

assim, a exposicao atinge também organismos néo alvos (MESNAGE et al., 2017).
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Figura 1: formula estrutural do glifosato (adaptado de ANVISA).

A producédo de herbicidas a base de glifosato, como o Roundup®, vem sendo
desenvolvida desde 1974 e nestes compostos 0 glifosato esta presente como uma
isopropilamina, sodio ou sal de amoénio, em concentracfes que sdo sollveis em
agua (SZEKACS e DARVAS, 2012; WILLIAMS et al., 2016). Também podem ser
adicionados outros produtos como surfactantes (adjuvantes) com o objetivo de
facilitar a absorcdo do herbicida pelas plantas (KWIATKOWSKA et al., 2016). O
consumo deste agrotoxico teve um aumento de mais de 250% em 40 anos, podendo
chegar a um milhdo de toneladas utilizadas globalmente (LANDRIGAN e
BELPOGGI, 2018). Em 2017, segundo a ANVISA, foram comercializadas 175

toneladas de glifosato, sendo o ingrediente ativo mais utilizado no Brasil.

Por ser um herbicida sistémico de amplo espectro e ndo seletivo para ervas
daninha, ele atua inibindo e competindo com a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS), causando uma escassez de aminoacidos aromaticos,
dificultando o crescimento de certas plantas. Atualmente ele atua como herbicida
contra mais de 100 espécies de plantas daninhas e mais de 60 espécies de ervas
daninhas perenes (DILL et al., 2010). Além do uso agricola, o glifosato também tem
aplicacdes em uso residencial e industrial, como o controle de plantas em estradas e

em linhas de rede elétrica.

A soja transgénica sofreu modificagdo genética para que o grdo pudesse
suportar uma quantidade muito grande de glifosato, assim este herbicida é utilizado
principalmente na cultura de soja e pode ser aplicado como Unico herbicida na
plantacdo (LANDRIGAN e BELPOGGI, 2018), entretanto, como consequéncia, 0S
residuos apresentados pelos herbicidas no cultivo de soja transgénica sao maiores
do que os residuos apresentados no cultivo da soja convencional. Em 2018, a
ANVISA realizou uma revisao da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), tendo como base
para o calculo o NOAEL — No Observed Adverse Effect Level — que é de 50
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mg/kg/dia. Atualmente, a IDA do glifosato é de 0,5 mg/kg/dia.

Os principais produtos da degradacdo do glifosato sdo o acido
aminometilfosfonico (AMPA) e o didxido de carbono (CO,). Nos mamiferos, o
glifosato ndo é totalmente metabolizado, podendo ser excretado inalterado na urina,
entretanto em humanos ja foram encontrados niveis elevados de AMPA no sangue
apos intoxicacao fatal, porém, o herbicida pode ter sido metabolizado por bactérias
da microbiota intestinal (MOTOJYUKU et al. 2008).

Varios estudos determinaram a meia vida do glifosato no ambiente, entretanto
este periodo pode variar de alguns dias a semanas e, em alguns casos, a meia vida
pode ser superior a 60 dias. Essa variagcdo tem como caracteristica as condicdes
locais onde o herbicida foi aplicado, podendo existir fatores quimicos, fisicos e

biolégicos que modifiqguem a dissipacdo do produto (MYERS et al., 2016).

Sua ampla utilizagdo nas ultimas quatro décadas deve-se ao pressuposto de
que os efeitos colaterais sobre a salde humana eram minimos. Porém, a
preocupacdo com esta grande utilizacdo vem aumentando, direcionada ao potencial
amplo de efeitos diretos e indiretos na saude da populacdo. Geralmente, o glifosato
é considerado um herbicida toxicologicamente e ambientalmente seguro e eficaz, e
estava sendo classificado como praticamente ndo toxico (Classe V). Entretanto,
desde 2015 a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) ja o
descrevia como provavel carcinogénico para humanos, o que levou a reclassificacéo
do glifosato pela Organizacdo Mundial da Saude em 2018, apds a IARC confirmar o
risco de exposicdo ao glifosato, embora os efeitos agudos em humanos sejam
baixos, existe a possibilidade de este herbicida causar efeitos a salde associado ao
acumulo de pequenas doses (VAN BRUGGEN et al., 2018). Assim, as incertezas e a
preocupacdao sobre a utilizacdo do produto continuam e os niveis de seguranca para
consumo e os efeitos carcinogénicos para 0s seres humanos continuam a serem

estudados.

O primeiro estudo a avaliar os efeitos do glifosato em humanos foi realizado em
1980 e foi observado um aumento significativo no indice de trocas de cromatides
irmas em linfocitos, no entanto as concentragdes utilizadas do herbicida eram muito
altas (VIGFUSSON e VYSE, 1980). A partir disso, muitos estudos utilizando

linfcitos foram desenvolvidos buscando alteragdes no DNA e alguns efeitos foram
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encontrados, como: alteracbes cromossOmicas, aumento na frequéncia de
micronucleos e aumento no indice mitotico. Entretanto estes efeitos s foram
evidenciados em doses altas de glifosato, pressupondo inicialmente que a dose de
exposicao diaria aceitavel ndo causaria danos ao DNA, assim o efeito genotéxico
estaria dependendo da dose e da magnitude da exposicdo (ALVAREZ MOYA et al.,
2014; MANAS et al., 2009).

Na linhagem celular de queratindcitos HaCaT, o glifosato causou deplecédo de
GSH, deplecdo enzimatica (catalase, glutationa peroxidase e distlrbios da
superéxido dismutase), reduzindo a capacidade de defesa antioxidante e
aumentando a peroxidacéo lipidica. Como consequéncia, houve enrijecimento da
membrana celular, alteracbes no citoesqueleto, indugdo de necrose e apoptose.
Outros desequilibrios celulares também sdo observados, entre eles a reducdo de
Ca®*, gerando um aumento das espécies reativas de oxigénio, que por sua vez
facilitam a regulacdo negativa das vias de sinalizacdo apoptética mitocondrial
(GEORGE e SHUKLA, 2013; HEU et al., 2012).

1.4 Fipronil

0] fipronil [5-amino-1-(2,6-dicloro-4-(trifluorometilfenil)-4-(trifluoro-
metilsulfinil)pirazol-3-carbonitrila)] é um inseticida derivado quimicamente da familia
dos fenilpiprazoicos, desenvolvido pela empresa francesa Rhone-Poulenc Agro
(agora Bayer CropScience) desde 1985, chegando ao mercado em 1993 com o
principio de um potente inseticida. E considerado um inseticida de segunda gerac&o,
altamente ativo, de amplo espectro, além de ser considerado mais eficaz que os
organofosforados, carbamatos e piretroides contra varias espécies (HAINZL e
CASIDA, 1996).

cl
N._CN

F,C N o

Cl NH, cF,

32



Figura 2: formula estrutural do fipronil (adaptado de ANVISA).

Frente a grande resisténcia das pragas das lavouras, o fipronil apresentava
atributos que quebravam essa resisténcia, como menor eficiéncia de ligacdo aos
receptores dos vertebrados em comparacdo aos de invertebrados, indicando
toxicidade seletiva para artropodes, alta persisténcia, natureza sistémica,
versatilidade na aplicagdo (especialmente como tratamento de sementes), baixa
solubilidade em &gua e supostos impactos menores em peixes e outros vertebrados
(SIMON-DELSO et al., 2014). Porém, os efeitos negativos do uso desse inseticida
estdo aparecendo em organismos ndo alvos. Através da pulverizacdo ele
eventualmente flui para aguas superficiais, podendo afetar mais o ambiente aquatico
e chegando até os humanos por este meio. Estudos ja detectaram o fipronil em
ambientes aquéticos no Texas (EUA) em valores que excedem 0s niveis ambientais
permitidos e concluiram que a sobrevida de camarfes diminuiu rapidamente durante
a primeira semana de exposicdo (AL-BADRAN et al., 2019). Outro estudo realizado
com peixes-zebra expostos ao fipronil mostrou que o metabolismo fosfolipidico foi

afetado pela exposicao ao inseticida (LIU et al., 2020).

Sua acéao inseticida ocorre pela inibicdo dos canais de cloreto do receptor
GABA, ativados por glutamato (receptor ionotrépico), causando depressdo no
sistema nervoso central do inseto e morte (SAYED et al., 2019). Assim, o fipronil
impede a absorcdo intracelular de ions cloreto, resultando em excesso de
estimulacdo neuronal. A afinidade de ligacdo do fipronil para as subunidades do
receptor GABA, € diferenciada e, este mecanismo de toxicidade esta descrito na
literatura com maior afinidade pelo sistema nervoso central dos insetos do que dos
mamiferos (KARTHEEK e DAVID, 2018). O fipronil também impede os sistemas
enzimaticos metabdlicos que contém grupos sulfidrii e desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa no complexo mitocondrial, 0 que resulta em hipéxia de 6rgaos
vitais e morte, com aumento da producao de radicais livres (MOSSA et al., 2015).
Em condi¢cdes normais de uso sdo considerados toxicos no fipronil: o composto
original, o seu principal metabalito sulfona e, o seu fotoproduto desulfinil. A sulfona é
toxica para aves e invertebrados e, € nove vezes mais potente que o fipronil na acéo
bloqueadora no cérebro de camundongos. O desulfinii mesmo ndo sendo um
metabdlito € o principal fotoproduto em plantas e solos, sendo mais téxico que o
fipronil para ratos (HAINZL et al., 1998).
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Figura 3: Diagrama de uma sinapse no nervo colinérgico destacando o mecanismo
de acéao do fipronil (fonte: MATIAS, 2020).

Assim, o fipronil foi reconhecido como de baixa toxicidade, entretanto
estudos ja descrevem efeitos adversos do fipronil em sitios ndo neuronais como o
figado, sendo ele metabolizado em fipronil sulfona por enzimas do complexo
citocromo P-450 (MEDEIROS et al., 2015). Kartheek e David (2018) avaliaram a
funcdo hepatica de ratos Wistar machos com oito semanas, que receberam durante
90 dias doses de fipronil, apresentando toxicidade hepatica durante o periodo do
estudo. Em outro estudo realizado em ratos albinos machos, a exposi¢éo ao fipronil
causou aumento das aminotransferases (AST, ALT), aumento da fosfatase alcalina

(ALP) e da desidrogenase latica (LDH), indicando lesdo hepatica e, a exposi¢ao
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também aumentou significativamente os niveis séricos de &cido Urico, creatinina e
proteinas totais, indicando também um comprometimento da funcdo renal dos
animais estudados (MOSSA et al., 2015).

O fipronil também tem sido relacionado com efeitos na desregulacédo da tireoide
(LEQHAIT et al., 2009) e na funcédo reprodutiva (KHAN et al., 2015). O inseticida
também estd associado com o aparecimento de micronucleos (OLIVEIRA et al.,
2012), e danos ao DNA de forma dose-dependente em linfécitos humanos (CELIK et
al., 2014). Dentro da mitocondria, o fipronil interfere na sintese de ATP aumentando
o fluxo de célcio e diminuindo o potencial de membrana mitocondrial (TAVARES et
al., 2015).

Desde 2013, a Unido Européia e a China impdem fortes restricbes ao uso
deste inseticida, entretanto sua utilizagdo continua extensa no controle de pragas
estruturais e paisagisticas, levando a contaminacéo de solos e de 4guas (XU et al.,
2018). No Brasil, segundo dados da ANVISA (2019), ndo existem intervalos de
seguranca e de doses determinados para aplicacdo deste inseticida, podendo estes
ser variados conforme o tipo de cultura agricola. Além do uso agricola, este
inseticida também ¢é utilizado como produto domissanitario, mesmo tendo
classificacdo Il — produto altamente toxico e, sua ingestdo diaria aceitavel (IDA) é
0,0002 mg/kg/dia (ANVISA 2019).

1.5 Imidacloprido

Os inseticidas neonicotindides estdo entre os mais utilizados no mundo e foram
desenvolvidos na década de 1980 para substituir os organofosforados, carbamatos e
piretréides que se tornaram resistentes a algumas espécies (GOULSON, 2013). O
termo neonicotindides foi criado por Izuru Yamamoto para designar compostos
estruturalmente semelhantes a nicotina (JESCHKE e NAUEN, 2008), atualmente, é

a classe de inseticida mais vendida no mundo (ANDERSON et al., 2015).

Devido ao seu carater sistémico e sua alta eficiéncia no controle de insetos, o
crescimento dos neonicotindides no mercado foi rapido e acentuado, sendo
atualmente registrado e aprovado em 120 paises (JESCHKE et al., 2011). Em

comparagdo com 0s antigos inseticidas, 0s neonicotindides estdo sendo
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amplamente preferido para o controle de insetos, isto se deve a suas propriedades
quimicas e bioldgicas unicas, que incluem principalmente eficiéncia e versatilidade
na aplicacdo, atividade inseticida de amplo espectro, toxicidade seletiva para
artropodes, alta solubilidade em agua e persisténcia no organismo, além de
excelente absorcdo e translocacdo nas plantas (sdo absorvidos pelas raizes ou
folhas e translocados por toda a planta) (UNEME, 2011; SIMON-DELSO et al., 2015;
SENYILDIZ et al., 2018).

O mecanismo de a¢do dos neonicotinoides interfere no sistema nervoso central
e periférico dos insetos, na neurotransmissao pos-sinaptica mais especificadamente,
induzindo continua excitacdo das membranas neurais e, causando efeitos como
paralisia, exaustao celular e morte. Estes agrotoxicos sdo agonistas dos receptores
nicotinicos da acetilcolina (NAChRs) imitando a acetilcolina (ACh) no neurénio dos
insetos. Na transmissao do impulso, apos a excitacéo, a acetilcolina retorna para o
interior do neurbnio através da acetilcolinesterase (AChE), assim a célula nervosa
volta ao estado de repouso até ser excitada novamente. Na acdo deste agrotoxico, a
acetilcolinesterase ndo consegue degradar as moléculas neonicotindides, assim é
como se a acetilcolina estivesse sempre ativa causando constante estimulacdo do
neurénio, podendo causar diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase
(AZEVEDO-PEREIRA et al., 2011; ANDERSON et al., 2015; GIBBONS et al., 2015;
SIMON-DELSO et al., 2015).
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Figura 4: Diagrama de uma sinapse no nervo colinérgico destacando o mecanismo

de acado dos neonicotindides (adaptado de Amiard-Triquet, et al., 2015).

O imidacloprido (1-(6-cloro-3-piridiniimetil)-N-nitroimidazolidim-2- ilideneamino)
foi lancado pela Bayer CropScience na década de 1990, sendo o primeiro produto
da classe a ser comercializado. Atualmente é o neonicotindide mais consumido,
respondendo por aproximadamente 41,5% de todo mercado de neonicotindides,
sendo considerado o inseticida mais vendido no mundo (JESCHKE et al., 2011). E
classificado pela ANVISA como um produto mediamente toxico (classe Ill, ANVISA,
2019) e devido a sua maior toxicidade por abelhas e em organismos nao alvo,
passou por uma reavaliagdo do IBAMA e esta permitida sua pulverizacdo somente
em algumas culturas como a de soja (BURIGO et al., 2015), no entanto a ANVISA
ainda permite a utilizagdo como domissanitario, com uma IDA de 0,05 mg/kg/dia
(ANVISA, 2019). Por sua facil solubilidade, o imidacloprido apresenta maior risco de

promover efeitos sobre organismos néo alvos, principalmente microrganismos
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aquaticos (ANDERSON et al., 2015; RABY et al., 2018).

ITJO

N
) =
C|4<_—\>—CH2-N pi~=H
— _J

Figura 5: formula estrutural do imidacloprido (adaptado de ANVISA).

2

No organismo humano o imidacloprido é biotransformado em 5-hidroxi-
imidacloprido  (5-OH-IMI);  4,5-di-hidroxi-imidacloprido;  desnitroimidacloprido;
derivados de wureia e acido 6-cloronicotinico, entre outros derivados. A
biotransformacdo ocorre através da rota de hidroxilacdo do anel do grupo
imidazolidina e formacdo de olefinas que juntamente com 5-OH-IMI causam
toxicidade para abelhas tanto por exposi¢cdo aguda quando cronica (ANDERSON et
al., 2015; SIMON-DELSO et al., 2015). Na exposicdo aguda dos seres humanos 0s
sintomas de toxicidade incluem tremores, incapacidade de coordenacdo motora,
diarreia e perda de peso. Além disso, a silice cristalina (ingrediente da formulagéo
comercial do imidacloprido) é considerada carcinogénica pela Agéncia Internacional
para o Cancer (IARC) (RIGOTO et al., 2015).

A toxicidade do imidacloprido aos peixes é considerada baixa, entretanto
estudos ja mostram alteracdo na transcricdo de genes, desintegracdo do tecido
gonadal, degeneracgdo da notocorda e prejuizos na atividade natatéria. Estes efeitos
geram uma grande preocupacdo devido a alta solubilidade do imidacloprido,
podendo se acumular em rios e lagos (CHANG et al., 2020; GIBBONS et al., 2015).

Apesar da toxicidade nos vertebrados ser menor, e consequentemente a
reversibilidade em caso de intoxicacdo ser maior, grandes quantidades podem
causar efeitos aos vertebrados. Em codornas tratadas com imidacloprido, foi
observado aumento de transaminases, indicando disfuncdo hepatica, com
esteatose, inflamacdo e fibrose hepatica, além de toxicidade hematologica e
diminuicdo de eritropoietina (LV et al., 2020). Em ratos albinos Wistar fémeas, a

exposicdo prolongada ao imidacloprido foi capaz de causar alteracdes
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histopatolégicas no figado, com aumento de transaminases (AST e ALT) e FAL,
indicando aumento de permeabilidade e dano aos hepatdcitos (VOHRA et al., 2014).

1.6 Avaliacdo da toxicidade das misturas

Na agricultura, os agrotdxicos costumam ser utilizado em misturas, dessa
forma, o risco associado a acdo tdxica de misturas esta subestimado, pois
tradicionalmente a avaliagcdo do risco tem sido realizada considerando a exposicéo
individual as substancias quimicas, enquanto na pratica essas substancias séao
utilizadas concomitantemente. O desafio entdo € avaliar a toxicidade combinada
(aditiva, sinérgica ou antagbnica) de misturas de agrotoxicos. Deste modo,
investigacdes que abordem uma avaliacdo correta das misturas de agrotoxicos séo
de suma importancia. A exposicdo concomitante a essas misturas como glifosato,
fipronil e imidacloprido € uma pratica comum nas lavouras de soja e seus efeitos
podem ocasionar toxicidade reprodutiva, interferir no sistema enddécrino e afetar ndo
somente os consumidores da soja, mas principalmente a saude do trabalhador rural
gue aplica este produto (CASTRO, 2009).

Atualmente, dois modelos matematicos tém sido empregados para prever o
efeito de misturas, o de adicdo da concentracdo (CA) e o de acdo independente (I1A).
O conceito de AC é baseado na suposicdo de que os componentes da mistura tém
mecanismos de acado semelhantes, o que significa que qualquer componente pode
ser substituido total ou parcialmente por outro sem alterar o efeito global da mistura.
Isto significa que cada componente individual contribui para o efeito global, agindo
em proporcdo a sua concentragdo, mesmo abaixo das concentragdes que nao
produzem efeito. Por outro lado, o IA considera cada agente interagindo em
diferentes locais de acao. A resposta de cada componente individual é independente
dos efeitos induzidos por outros componentes, presumindo que 0s componentes da
mistura presentes em concentracdes sem efeito ndo contribuem para o efeito global

da mistura (SILVA et al., 2012).

Bianchi et al, (2015) realizaram um estudo com o modelo celular HepG2 e
avaliaram os efeitos toxicogenéticos dos agrotéxicos imidacloprido e sulfrentazona,

isoladamente e em misturas. Isoladamente, ambos 0s agrotdoxicos apresentaram
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propriedades genotoxicas e induziram danos ao DNA. O imidacloprido
provavelmente forma adutos de DNA e quebras cromossbmicas (efeito
clastogénico). Ja a sulfrentazona nao teve seu mecanismo de acdo bem definido.
Em mistura, a inducdo de danos ao DNA continuou, mas com frequéncias mais
baixas do que cada agrotoxico sozinho e o mecanismo de agédo nédo foi mantido,
levando a um novo mecanismo de acdo sem predominancia de uma acao

clastogénica ou aneugénica especifica.

Demsia et al., 2007, identificaram em seu estudo um possivel efeito genotdxico
sinérgico entre o imidacloprido e o fungicida metalaxil em linfécitos humanos e na
medula Ossea de camundongos. A mistura destes dois agrotéxicos induziu
alteragdes significativas nas cromatides irmas dos linfécitos e aumento na frequéncia
de micronucleos nas células da medula 6ssea dos camundongos e também nos
linfécitos quando comparadas ao uso isolado destes produtos. Kingsley (2019)
utilizou os modelos matematicos 1A e AC para prever a toxicidade da mistura de
glifosato e hidroxido do cobre no modelo de alevinos de Clarias gariepinus. Neste
estudo o modelo Al forneceu uma melhor estimativa da resposta observada em

comparacao com o modelo AC, mostrando efeito sinérgico nas misturas.

O imidacloprido foi testado juntamente com o arsénio em ratos no estudo de
Mahajan et al. (2018) e foi possivel observar a potencializacdo da hepatotoxicidade
induzida pelo imidacloprido. As alteracdes hepéticas foram mais severas, com
aumento do estresse oxidativo hepético, reducdo de antioxidantes e diminuicdo dos

biomarcadores indicativos de funcéao hepatica (MAHAJAN et al., 2018).
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O texto completo do capitulo I, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 41 — 74 foi suprimido por
tratar-se de manuscrito submetido a publicacdo em periddico cientifico. Consta na
descricdo a exposicdo de células hepaticas da linhagem HEPG2 aos trés
agoratoxicos mais utilizados no cultivo de soja no Rio Grande de Sul, avaliando
assim suas exposicbes isoladamente e em misturas, como normalmente dao

aplicados.
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7

A utilizacdo de agrotoxicos é uma tecnologia inerente ao processo da
monocultura agricola em larga escala e, ainda que existam legislacbes para
utilizacao segura, a fiscalizacdo normalmente € precaria e pode determinar danos a
saude do trabalhador, populacdo e meio ambiente. Os danos a saude podem ser
ainda mais graves pela combinacdo na utilizacdo dos agrotoxicos, normalmente
duas classes sao utilizadas juntas, sendo elas herbicidas e inseticidas (LARA et al.,
2019). A intoxicacdo aguda normalmente induz efeitos colaterais aos trabalhadores
rurais, entretanto intoxicacbes subagudas e cronicas podem ser decorrentes da
exposicdo diaria a pequenas concentracdes de agrotoxicos e podem atingir além
dos trabalhadores rurais a populagdo em geral, apresentando sintomas inespecificos
e tendo como principal causa a exposicado a multiplos agrotéxicos. A comercializacao
de diversos agrotoxicos, como o glifosato, teve um crescimento exacerbado atraves
da monocultura de soja transgénica que foi modificada geneticamente para receber
uma maior quantidade deste agrotéxico, expondo a populacdo através consumo

deste gréo e de seus derivados.

A utilizacdo dos agrotoxicos em larga escala pode causar efeitos drasticos e
indesejaveis em organismos nao alvo como os seres humanos. Danos hepaticos
podem ser consequéncia da exposicdo aos agrotoxicos, pois o figado torna-se o
principal érgdo envolvido na biotransformacgdo destes compostos quimicos. Quando
ocorre a exposicdo aos agrotoxicos o figado para de exercer suas fungdes vitais
para metabolizar a substancia quimica, assim, a homeostasia de nutrientes, a
formacdo e secrecdo da bile e sintese de proteinas sao interrompidas, causando
efeitos prejudiciais consideraveis ao organismo humano. A biotransformacéo, dos
compostos quimicos ocorre para que as substancias téxicas sejam inativadas e
excretadas pelo organismo. Entretanto os metabdlitos formados por ela podem ser
mais toxicos do que o composto de origem e desencadear mecanismo de
hepatotoxicidade, como os agrotéxicos Pentaclorofenol e Paraquat (ABDEL-MISIH;
BLOOMSTON, 2010). Nesta dissertacdo, foi utilizada a linhagem celular humana
HepG2 como modelo in vitro para avaliar a acao citotoxica de duas classes de
agrotoxicos, um herbicida e dois inseticidas, isolados e em misturas, apés 48 horas
de exposicdo. Foram utilizadas formulacbes comerciais dos agrotéxicos fipronil,
glifosato e imidacloprido, que ndo possuem 100% de pureza, entretanto melhor

representam a real exposicdo das populagdes, seja ocupacional, ambiental, ou
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através da dieta. Os agrotdxicos isolados apresentaram citotoxicidade as células
HepG2 apds 48 de incubacgdo, o fipronil foi 0 composto que apresentou maior
poténcia, com ECso de 37,59 mg/L, o glifosato apresentou um valor de ECs de 41,10
mg/L, enquanto o agrotoxico imidacloprido foi o que apresentou menor poténcia,
com ECso de 663,66 mg/L. As curvas de concentracdo-efeito foram obtidas através
do ensaio de reducdao MTT, e foram confirmadas pelo ensaio de captacdo do
vermelho neutro, dois ensaios que avaliam a citotoxicidade através de dano

mitocondrial e dano lisossomal, respectivamente.

A citotoxicidade do glifosato em células hepéticas foi previamente avaliada,
com efeitos citotoxicos aparecendo em concentracdes maiores de 10 mg/L apods 48
horas de exposicao (GASNIER et al., 2009), estando em acordo com os dados
obtidos neste trabalho. Em células RTL-W1, oriundas de figado de Oncorhynchus
mykiss (truta arco-iris), o glifosato grau técnico e a formulagdo comercial Roundup®
apresentaram citotoxicidade em concentracfes superiores a 250 mg/L e 200 mg/L,
respectivamente. Os valores de ECsp obtidos para o ensaio de reducdo do MTT
foram 700 mg/L e 710 mg/L (SANTOS et al., 2019). Em células HepGZ2, incubadas
por 24 h com glifosato grau técnico ndo houve diminuicédo significativa na viabilidade
celular, nem na maior concentracdo testada, correspondendo a 3.200 pg/mL.
Entretanto, quando adicionados formulagbes comerciais, a viabilidade diminuiu de

forma concentragdo-dependente (HAO et al., 2019).

O principal mecanismo de acao do imidacloprido nas células é causar danos as
mitocondrias afetando a capacidade metabdlica e consequentemente levando a
morte celular. O imidacloprido de grau técnico apresentou citotoxicidade para a
linhagem celular HepG2 em concentracdes superiores a 500 uM (aproximadamente
1278 mg/L) de forma concentracdo-dependente apds 48 horas de incubacgéo
(GUIMARAES, 2020). Nesta concentracéo, a formulacéo comercial do imidacloprido
utilizada em nosso estudo (Rotam® 60% de pureza, 600g/L) ja diminui a viabilidade
celular em mais de 95% no mesmo periodo de incubacéo. Ja a formulagcédo comercial
Bayer S/A (concentracdo de 480g/L) demonstrou citotoxicidade nas células HepG2
somente em concentracdes superiores a 3600mg/L em 24 horas de incubacao
(BIANCHI et al., 2014). A concentracdo necessaria para que a formulacéo da Bayer
S/A cause citotoxicidade em 48 horas de incubacdo seria de aproximadamente

1800mg/L, em comparagdo ao nosso estudo nesta concentracdo a formulacédo da
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Rotam® poderia ter afetado a viabilidade celular em 100%. Curiosamente, Bizerra et
al., 2020 demonstrou que o imidacloprido, em concentracdo de 3,0 mM
(aproximadamente 767 mg/L), ndo afetou a viabilidade celular de hepatdcitos
isolados de ratos. Entretanto, a mesma concentracdo de imidacloprido diminuiu a
viabilidade celular de hepatécitos isolados dos ratos previamente tratados com
dexametasona. A biotransformacédo do imidacloprido é mediada pelo citocromo P450
que, quando em presenca da dexametasona, tem a biotransformacdo do
imidacloprido induzida, causando maior citotoxicidade sendo um fator importante
que esta diretamente relacionada com a toxicidade em tempos maiores de
incubacgéo (COSTA et al., 2009; BIZERRA et al., 2020).

Nao h& muitos relatos na literatura sobre a exposi¢cdo das células HepG2 ao
fipronil, porém Das et a., (2006) avaliou a citotoxicidade desde agrotédxico através do
ensaio exclusdo do azul de tripan em 48 horas de incubacédo. As células HepG2
foram sensiveis a este agrotoxico em uma concentracdo de 50 uM
(aproximadamente 21,85 mg/L) apresentando aproximadamente 25% de
citotoxicidade, estando de acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, onde
essa citotoxicidade seria descrita em 18,79 mg/L. O resultado do ECs5, deste estudo

também corrobora com nossas descricoes.

Avaliando os dados de toxicidade das formulagcbes comerciais e dos
agrotoxicos de grau técnico, descritos em diversos modelos, podemos concluir que o
uso de formulagbes comerciais tende a apresentar maior toxicidade que o principio
ativo do agrotoxico isoladamente. Este fato ocorre devido a presenca de outros
constituintes nas formulagbes, chamados nos rétulos como “ingredientes inertes”,
gue normalmente sdo surfactantes e promotores de absor¢do que potencializam o
efeito tdxico dos agrotoxicos, evidenciando que os riscos a saude humana podem
ser mais sérios jA que os agrotoxicos aplicados na agricultura sdo formulacées
comerciais (HAO et al., 2019).

A toxicidade destes trés agrotéxicos também foi avaliada em outro modelo
experimental, o zebrafish. O fipronil altera os padrdes de atividade do peixe, induz
comportamento ansiolitico em larvas de zebrafish e induz a deformidades
locomotoras (CHAUTET et al., 2019). Aléem de atuar em diversas vias metabolicas,

podendo ser um potencial desregulador de neurotransmissores como a glicina, que
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atua no sistema nervoso central, principalmente na medula espinal (WANG et al.,
2016). O glifosato atua como desregulador enddcrino do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal e inibidor da acetilcolinesterase em cérebro e musculo de diferentes
organismos aquaticos, efeito relacionado com o aumentando da hiperatividade em
zebrafish (ANNETT et al., 2014; KOAKOSK et al, 2014). Isoladamente, o
imidacloprido apresentou baixa toxicidade em organismos aquéaticos como no
zebrafish (CHANG et al., 2020), entretanto quando combinado a outros agrotéxicos,

produziur efeitos agudos.

O uso de agrotoxicos em misturas é uma pratica frequente e, normalmente, 0s
efeitos combinados de toxicidade ndo séo avaliados. No presente estudo utilizamos
dois modelos mateméticos, CA e Al, para prever os possiveis efeitos aditivos da
utilizacdo combinada dos agrotéxicos fipronil, glifosato e imidacloprido em duas
misturas. No Mix A, todos 0s compostos estavam em concentracdes equivalentes
aos valores de ECsp da cada agrotoxico, previamente determinados no ensaio de
reducdo MTT. O Mix B foi formulado a partir dos valores de ingesta diaria aceitavel
(IDA) de cada agrotoxico, preconizadas pela ANVISA, simulando a exposicdo a
pequenas concentracdes através da alimentacdo. Quando comparadas aos modelos
matematicos, ambas as misturas apresentaram efeito sinérgico entre os trés
agrotoxicos. No efeito sinérgico, o efeito da mistura € maior que a soma dos efeitos
de cada agrotéxico isoladamente. Observamos que nos niveis de IDA os agrotoxicos
isoladamente ndo apresentaram toxicidade nas células HepG2, entretanto o efeito
combinado mostrou-se toxico, justificando a necessidade avaliagdo toxicoldgica de

misturas.

Os estudos dos efeitos tdxicos dos agrotdéxicos em misturas tém se
concentrado em avaliar efeitos ecotoxicoldégicos e de bioacumulacdo, devido a
presenca constante destes produtos em aguas superficiais, como lagoas e rios.
Chang et al. (2020) avaliaram a toxicidade dos agrotéxicos imidacloprido (inseticida),
acetoclor (herbicida) e tebuconazol (fungicida) em misturas no modelo zebrafish e,
descreveram sinergismo entre os trés agrotoxicos quando o herbicida e o fungicida
estavam em concentracfes maiores em comparacdo ao inseticida na mistura.
Efeitos de antagonismo também foram observados em misturas com concentragcfes
maiores de imidacloprido. O fipronil e glifosato, j4 foram avaliados em mistura no

modelo experimental zebrafish. Curiosamente, os efeitos causados aos peixes pela

80



exposicao combinada foram semelhantes na exposicao individual, ndo apresentando
efeitos aditivos no modelo (CHAULET et a., 2019). Entretanto efeitos sinérgicos ja
foram descritos no modelo Cnesterodon decemmaculatus (peixe de agua doce da
familia Poecilidae) exposto a misturas de glifosato e clorpirifés (inseticida
organofosforados) em formulagcées comerciais (BONIFACIO et al., 2016). O arsénio
(As) € um metal toxico, cancerigeno, bioacumulével, e utilizado como aditivo das
formulac6es comerciais de agrotdxicos que potencializou o efeito do imidacloprido e
seu sinergismo com o glifosato também foi relatado no modelo de girinos Rhinella
arenarum (sapo-de-areia familia Bufonidae) (LAJMANOVICH et al., 2019). Mahajan
et al., (2018) avaliaram a toxicidade combinada de imidacloprido e arsénico (As) em
ratos Wistar apos 28 dias de exposi¢cdo aos compostos e concluiram que o As pode
potencializar o efeito hepatotéxico do imidacloprido em ratos. Entretanto,
diferentemente do nosso trabalho, estes estudos n&o utilizaram modelos
matematicos para predizer os efeitos aditivos.

Entre os mecanismos relacionados a toxicidade causada pelos agrotéxicos, a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) na linhagem
celular HepG2 foi avaliada. Mesmo sendo um processo natural do organismo, a
producdo de espécies reativas em excesso gera um desequilibrio na homeostase
celular levando a danos e morte celular. O imidacloprido provocou dano oxidativo
nos tecidos cerebrais de ratos em doses de 1 mg/kg por via oral. Este efeito foi
evidenciado pelos altos niveis de proteinas carboniladas, 8-hidroxiguanosina e
malondialdeido e reducdo da capacidade antioxidante total (ABD-ELHAKIM et al.,
2018). Kaluba et al. (2017) avaliaram a producéo de ROS e RNS em células HepG2
incubadas com glifosato, concluindo que ndo houve aumento nos niveis de espécies
reativas apos 24h de incubacdo. A producdo de ROS com 100 puM de fipronil foi
demonstrada na linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Kl et al.,
2012). Em nosso estudo, avaliamos a producdo de ROS e RNS de cada agrotéxico
isoladamente e nas misturas Mix A e Mix B em células HepG2. Sob as nossas
condi¢cdes experimentais, tanto os agrotoxicos isolados como em misturas nao
aumentaram os niveis de ROS e RNS, provavelmente, as espécies que foram
produzidas durantes as 48 horas de exposicdo podem ter sido removidas com

eficiéncia pelo sistema antioxidante das células HepG2.

Indicacdes de lesdo celular também podem ser avaliadas pela despolarizagcéao
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mitocondrial, uma vez que o colapso do potencial de membrana mitocondrial
compromete a energia e, consequentemente, causa danos a integridade da célula
(BERTOLAMI, 2005). Evidéncias experimentais indicam que a mitocondria
representa um alvo preferencial e critico para a acdo de xenobidticos. Os efeitos
toxicos sobre as mitocondrias podem ocorrer por mecanismos diretos e indiretos,
levando a disfungbes mitocondriais (PEREIRA et al.,, 2012). A diminuicdo no
potencial de membrana mitocondrial gerada pelos agrotoxicos fipronil e glifosato,
assim como pelo Mix A, afetou o comprometimento celular interferindo na sintese de
ATP e consequentemente na homeostase celular, explicando o meio pelos quais
estes agrotoxicos e a mistura afetaram a capacidade metabdlica das células

gerando diminuicao da viabilidade celular.

Outro parametro analisado em nosso estudo foi atividade das enzimas
hepaticas AST (aspartato aminotransferase ou TGO), ALT (alanina aminotransferase
ou TGP), FAL (fosfatase alcalina) e LDH (desidrogenase lactica), sendo estas
enzimas marcadores de funcdo hepatica. A AST promove a catalise de
transaminacao reversivel de aspartato e 2-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato,
tendo como cofator piridoxal-fosfato e, cerca de 80% da enzima esta presente na
mitocdndria. Os valores aumentados de AST indicam que ocorreu dano maior a nivel
mitocondrial, como observado para o fipronil e glifosato e as misturas, e corroborado
pela despolarizagdo mitocondrial induzida por estes agrotoxicos. A ALT catalisa a
reacdo de transaminacao reversivel de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e
glutamato, utilizando como cofator o piridoxal-fosfato e € encontrada principalmente
no citoplasma. Niveis elevados de ALT indicam danos mais leves, ocorridos a nivel
citoplasmatico, como observado também para o fipronil e glifosato. Niveis mais
elevados de AST aumentam a relagcdo AST/ALT indicando danos graves, entretanto,
em nosso estudo, a relacdo AST/ALT néo indicou danos graves nas concentracdes
estudadas. A FAL promove a hidrolise de ésteres do acido fosforico sob condicbes
alcalinas, tendo um pH de Otima atividade in vitro em torno de 10, existindo
isoenzimas de FAL na membrana celular de varios tecidos, estd localizada na
membrana de revestimento dos canaliculos biliares, estando aumentada em
desordens do trato biliar. O aumento da atividade da FAL observado para o fipronil,
glifosato e Mix A pode indicar um possivel inicio de desordem biliar. A LDH é a

enzima de transferéncia de hidrogénio que catalisa a oxidacdo do L-lactato a
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piruvato com a mediagdo de NAD' como receptor de hidrogénio (MOTTA, 20009;
TELLI et al.,, 2016). Alteracdes de LDH estdo associadas a grande destruicdo
tecidual, em nosso estudo, ndo ouve alteracdo significativa para esta enzima,

evidenciando que o dano celular ndo foi extenso.

Em relacdo a genotoxicidade, avaliada pelo ensaio cometa, ndo encontramos
resultados significativos entre a exposicdo aos agrotoxicos isolados e os testes
utilizando as misturas. Danos ao DNA podem ser causados por agentes quimicos
que danificam a informacdo genética das células, podendo gerar mutacées e levar
ao desenvolvimento de cancer. Estes danos podem ser permanentes e transmitidos
as geracoes futuras. Os possiveis efeitos genotoxicos causados pelo glifosato sédo
frequentemente estudados, principalmente as formulagbes comerciais como 0
Roundup® que é descrito como um produto potencialmente genotoxico (HAO et al.,
2019). Na literatura, o glifosato tem sido ligado ao surgimento de linfoma n&o-
Hodgkin (ZHANG et al., 2019). ApGs 48 horas de incubag¢do ndo encontramos danos
ao DNA causados pelo glifosato e, com a mesma linhagem celular o glifosato
(padrdo 100%, Pestanal®) em concentracdes de 0,0005; 0,00291 e 0,00350 g/L n&o
causou dano ao DNA apos 4 e 24 h de incubacdo no estudo de KALUBA et al.,
(2017). Estudos avaliando a toxicidade enddcrina relatam que o glifosato pode gerar
efeitos toxicos no sistema endocrino de mamiferos, entretanto o periodo de
incubacdo pode ser longo. Estes efeitos podem ocorrer apdés muitos anos de
exposicao, sugerindo que em periodos mais longos de exposi¢cao o glifosato também
possa causar danos ao DNA (RICHARD et al., 2005; BENACHOUR et al., 2007). O
imidacloprido apresentou danos ao DNA em células HepG2, que foi relacionado aos
aditivos presentes na formulacdo comercial, metabdlitos formados durante
biotransformacdo e sua possivel atuacdo como agente quelante (BIANCHI et al.,
2015). Em outro estudo, o imidacloprido apresentou dano ao DNA em células
HepG2 apds 24 e 48 horas de incubacédo, apenas para concentracfes superiores a
3600 mg/L, entretanto para este estudo o imidacloprido utilizado apresentava 100%
de pureza (SENYILDIZ et al., 2018). As informagdes sobre o potencial genotéxico do
fipronil ainda séo limitadas e os mecanismos pelo qual ele causa danos ao DNA nao
sdo descritos claramente. Apesar disso, foram observados danos ao DNA em
sangue periférico humano ap6s 72 h de incubagao de fipronil nas concentracdes de
0,7; 0,3 e 0,1 mg/L (CELIK et al., 2014). Também foi observado dano ao DNA em
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células sanguineas de peixes (Rhamdia quelen) ap6s 30 dias de exposicédo a 0,05 e
0,23 ug/l de fipronil (GHISI et al., 2010).
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CONCLUSAO
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As células HepG2 foram sensiveis aos agrotoxicos fipronil, glifosato e

imidacloprido ap6s 48h de incubacéo;

Observou-se efeito sinérgico entre o0s trés agrotéxicos nas misturas
estudadas, que é maior que a soma dos efeitos individuais de cada

agrotoxico;

N&o houve producdo de radicais livres pelos agrotoxicos isolados e pelas

misturas;

Fipronil e glifosato e mistura dos trés agrotoxicos causaram alteracdo no
potencial de membrana mitocondrial, indicando uma despolarizacéo

mitocondrial;

Alteracbes nas enzimas hepéticas AST, ALT e FAL foram observados apods

incubacao das células HepG2 com os agrotoxicos;

E necessario que os efeitos de toxicidade combinada sejam avaliados a fim
de predizer os verdadeiros perigos a saude humana na exposicao

ocupacional e através da dieta a estes agrotoxicos.
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