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RESUMO

Os agrotoxicos tém sido extensivamente utilizados na agricultura com o objetivo de
prevenir e controlar os efeitos danosos provocados por diversos tipos de pragas. Apesar de
sua indiscutivel utilidade, sabe-se que o uso indiscriminado de tais substancias esta
associado ao desenvolvimento de diversas patologias em humanos e graves prejuizos
ambientais. A prometrina € um herbicida s-triazinico utilizado no controle de gramineas,
ervas daninhas e algas. Embora seu uso esteja proibido pela Unido Européia desde 2014,
em paises em desenvolvimento como o Brasil, seu uso ainda é permitido e ela é largamente
empregada. Apesar da permissdao, a ANVISA ndo determina o valor de ingestdo diaria
aceitavel (IDA), o intervalo de seguranca ideal entre as aplicacGes e a colheita e adota
valores de LMR maiores que aqueles observados em paises desenvolvidos.

Assim, o presente projeto propde reforcar os dados relacionados a avaliagdo da toxicidade
para o pesticida prometrina. Para tal, foi utilizado o protocolo OECD 236 — Toxicidade
Aguda em Embrides de Peixe (FET) com adaptacdes. Nele, ovos fertilizados de zebrafish
(Danio rerio) foram expostos a diferentes concentracdes de prometrina (0; 0.01; 0.02;
0.04; 0.4; 4 mg/L) e observados a cada intervalo de 24 horas, durante cinco dias para
avaliar as possiveis alteracfes no desenvolvimento embrionario normal e letalidade
vinculada ao pesticida. Os endpoints edemas, isto €, atraso no desenvolvimento
embrionario, na absorcdo do saco vitelinico e diminuicdo na frequéncia cardiaca ndo foram
observados nestas concentraces. Os resultados obtidos mostram que a prometrina ndo
afeta 0 modelo animal proposto nas recomendacOes permitidas, entretanto, outros
organismos demonstraram toxicidade no desenvolvimento. Além disso, algumas variaveis
podem alterar drasticamente a capacidade de permeabilidade e, portanto a toxicidade,
como: presenca de matéria organica natural (ex. acidos himicos), presenca de tensoativos
na formulacdo do agrotdxico, e efeitos sinergéticos.

A realizacdo de estudos que avaliem a toxicidade da prometrina em todos os estagios de
desenvolvimento de vertebrados é fundamental, uma vez que, no Brasil, a populagdo pode
se encontrar exposta a grandes quantidades deste agrotoxico, tanto pelo consumo de
alimentos quanto de agua potavel contaminada.

Palavras-chave: Agrotdxicos, Prometrina, Zebrafish, Ensaio de Toxicidade.
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1. INTRODUCAO

1.1 UTILIZACAO DE AGROTOXICOS NO BRASIL

O Brasil lidera o ranking mundial de maior consumo de agrotdxicos ha quase duas
décadas (BOMBARDI, 2011). Nos ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotoxicos
cresceu 93%, sendo que o mercado brasileiro teve um crescimento disparado de 190%
(DUTRA e FERREIRA, 2017). Erroneamente também chamados de defensores agricolas,
esses compostos sdo utilizados com o intuito de prevenir e combater pragas que
prejudicam o desenvolvimento das plantages. Sua utilizacdo de maneira indiscriminada
pode levar a contaminacao da planta, do solo, da 4gua e do ar; resultando em alteracdes na
biodiversidade do solo e/ou intoxicacGes em organismos vivos (CARNEIRO et al., 2015).

O crescimento exacerbado do consumo de agrotdxicos para 0 manejo da agricultura
faz com que esses compostos tenham importancia cada vez mais significativa no campo da
salde publica devido a seus efeitos em médio e longo prazo na saude da populacdo
(DUTRA e FERREIRA, 2017). Sendo assim, diversas formas de intoxicacdo que podem
ocorrer com a utilizacdo desses produtos, além do que ocorre de forma direta, isto é, em
contato direto com o agrotdxico, ha intoxicacdes de forma indireta, como a ingestdo do
plantio em questdo (JAGUARIBE, 2011). Umas das formas de exposi¢do grave que ocorre
no Brasil é pelo consumo de agua (QUEIROZ, 2012), e pelo método de aplicacdo do
agrotoxico por transporte aéreo em que sé é permitido no pais devido ao alto indice de
toxicidade (BOMBARDI, 2017).

De acordo com relatorio nacional do Ministério da Satde publicado em fevereiro de
2016, o periodo de 2007 a 2015, houve um aumento do ndmero de notificacBes por
intoxicagbes por agrotoxicos, possivelmente em decorréncia do aumento da
comercializacdo dessas substancias e da melhoria da atuacéo da vigilancia e assisténcia a
salde para identificacdo, diagnostico e notificacdo dos casos. Neste periodo, houve
acréscimo de 139% das notificacGes, sendo o total acumulado de 84.206 casos. Em relagdo
ao tipo de exposicdo, observou-se que: a maior parte dos casos de intoxicacdo (78,8%)
ocorreu por exposicao aguda unica; seguida de 12,2% cujo tipo de exposicdo foi ignorado
ou deixado em branco; 7,1% de exposicdo aguda repetida; 1,4% de exposi¢do cronica; e,

por fim, 0,4% de exposi¢do aguda sobre crénica (Figura 1).
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Tipo de
P . 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Total
eNposicao
M° 4038 4925 5550 6187 7.691 8.752 10031 9971 9.243 66.388
Apuda-inica

(%) BL3 8186 793 78 769 788 TJ9F 7785 779 788

lgnorado/ N° 532 589 823 1119 1418 1451 1495 1495 L1370 10292

Em branco (%) 107 98 118 141 142 131 119 118 115 122
Aguda- N° 321 389 453 509 743 774 893 1038 887 6.007
repetida (%) 65 64 65 64 T4 7 71 82 715 71

N® 55 106 146 80 104 95 122 122 311 1141

Cranica
(%) 11 18 21 1 1 09 1 1 26 1.4

Agudasobre N° 18 30 29 41 51 40 48 60 52 378
cromica (%)

04 05 04 05 0.5 0.4 0.4 05 04 0.4

Total 4964 6.039 7.001 7.936 10.007 11.112 12.589 12.695 11.863 B4.206

Figura 1: Frequéncia da notificacdo por intoxicacdo por agrotoxicos, por ano e por tipo de exposicao — Brasil
(2007 a 2015).
Fonte: (Brasil. Ministério da Salde, 2018).

Ressalta-se que, a partir dos dados supracitados, é possivel que a exposicdo cronica
esteja subnotificada, reflexo da baixa capacidade dos servicos de salde em reconhecer e
captar casos desse tipo (Brasil. Ministério da Saude, 2018). Ainda sim, é evidente que 0
consumo desses produtos pode ser altamente maléfico ao corpo humano, quando ndo
ocorre controle da sua utilizacdo nas agriculturas (JAGUARIBE, 2011). O excesso de tais
substancias pode provocar em nosso organismo o desenvolvimento de certas patologias
como: gastrointestinais, dérmicas, hepaticas, renais, neuroldgicas, alérgicas, bem como a
reducdo da imunidade, alteracGes de humor, diabetes, hipotireoidismo, infertilidade, abor-
tos, cancer, malformacdo do feto e até alteracdes na estrutura do DNA (CARNEIRO et al.,
2015). A falta de uso dos equipamentos de protecdo coletiva e individual pelos
trabalhadores, o uso indiscriminado nas plantacdes, a toxicidade dos produtos e a
precariedade dos mecanismos de vigilancia da saude sdo os principais fatores associados
ao desenvolvimento dessas patologias em humanos além de graves prejuizos ambientais
(JAGUARIBE, 2011).

As exposicdes agudas sofridas por trabalhadores expostos a esses produtos séo a
maior causa de Obitos por intoxicagdes por agrotoxicos. Tal situacdo é explicada pelas

relacbes de trabalho que se estabelecem na produgdo agropecuédria em um estilo de
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superexploracgéo: seja pela imposicao de jornadas excessivas, pelo manejo sem protecdo ou
por um longo periodo de contato com o0s agrotdxicos, pelas relagdes de precéria
contratacdo de trabalhadores migrantes nos picos da demanda sazonal das safras
agropecudrias ou de familias carentes que perderam suas terras pela hegemonia dos
latifundiarios e ampliam sua vulnerabilidade ao contexto e modo de producdo quimico-
dependente (CARNEIRO et al., 2015).

Em relacdo a toxicidade dos produtos, a intoxicacdo aguda ou crénica por
agrotoxicos depende de fatores como o grau da toxicidade do produto, a quantidade
absorvida, o tempo de absorcéo e o tempo e a via de exposi¢do ao produto. A classificagéo
dos agrotdxicos é baseada nos resultados de estudos de toxicidade oral aguda (DL50 oral),
toxicidade cutdnea aguda (DL50 cutanea) ou toxicidade inalatéria aguda (CL50 inalatéria).
Os valores referentes a Dose Media Letal (DLso) por via oral, representada em miligramas
do ingrediente ativo do produto por quilograma de peso vivo séo usados para estabelecer as
medidas de seguranga a serem seguidas para reduzir os riscos que o produto pode
apresentar a saude humana (MOUTINHO, 2016). A partir de tais estudos, 0s agrotoxicos
sdo agrupados em faixas de classes toxicoldgicas utilizadas para fins de rotulagem e
diferenciadas por cores em classes, de acordo com a sua toxicidade (expressa em termos de
DL50) conforme apresentado na Figura 2.

DL, Oral DL, Dérmica Cly
Classificaca (mg/kg) (mg/kg) Inalatoria R Irritagdo Ocular
seélido Liquido Sélido Liquido | (mg/L/dh)
Opacidade da
Classe | Ulceracgédo ou cOmea TeNershel
Extremamente <5 <20 <10 <40 <02 COrosao na oy gaoou clir?::go_de 7
cao
Toéxico pele

persistente nas
mucosas oculares

Sem opacidade da
comea; irmtacdo da

Classe ll Iritac@o severa
g >5<50 | >20=<200 | >10=<100 | > 40<400 >02<2 mucosa ocular
Altamente Toxico Draize-Cools > 5 reversivel em
7dias

Classe il NIHaCHD Sem snackiadade
- >60< >200< >100 = > 400 =< moderada, cornea, Imacao
Mo 500 2000 1000 4000 >2520 | praize-Cools>3 | damucosa ocular
oxico <5 reversivel em72 h

Sem opacidade da
Irritagéio leve, cornea; imtacao

Draize-Cools < 3 | da mucosa ocular

reversivel em 24 h

Classe IV
Pouco Toxico

> 500 > 2000 > 1000 > 4000 >20

Figura 2: Classificacao toxicologica da ANVISA para agrotoxicos utilizada até 2018.
Fonte: (MOUTINHO, 2016)
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A ANVISA divulgou no dia 23 de julho de 2019 algumas mudangas na

classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos (Figura 3). Segundo a Agéncia, 0 método

internacional de classificacdo é mais restrito que o usado no Brasil atualmente, que trata o

risco de morte e o de irritacdo grave da mesma maneira.

Como era
Classel
Extremamente téxico |
Causa corrosao da pele. Nos PERIGO
olhos, causa opacidade da C——

CUIDADO cornea reversivel em 7 dias
VENENO ou nao, além de oferecer Q
persistente irritacdo na area.
PERIGO
e
Classelll
Altamente téxico
Causa irritagao severa na pele.
Nos olhos, ndo causa
CUIDADO  opacidade da cornea, apenas
MENENGD irritacdo reversivel em 7 dias. CLADADO
Classe lll
Medianamente téxico
Causa irritagdo moderada CUIDADO
na pele. Nos olhos, nao =
CUIDADO causa opacidade da cérnea,
VENENO apenas irritacao reversivel
em 72 horas.
CUIDADO
(EE—|
Classe IV
Pouco téxico
Pode causar irritacao leve na
pele. Nos olhos, ndo causa
opacidade da cérnea, SEM
apenas irritacao reversivel ADVERTENCIA
em 24 horas. E——

Como vai ser

Extremamente téxico
Fatal se ingerido, em
contato com a pele ou
inalado.

Altamente téxico

Idem. A diferenca para
O pior grau esta na
quantidade de
exposicao ao produto.

Moderadamente
téxico

Causa intoxicacao se
ingerido, em contato
com a pele ou inalado.

Pouco téxico

Nocivo se ingerido, em
contato com a pele ou
inalado.

Improvavel de causar
dano agudo

Pode ser perigoso se
ingerido, em contato
com a pele ou inalado.

Nao Classificado
Sem riscos ou
recomendacoes.

Figura 3: Classificacdo dos agrotéxicos da ANVISA implementadas em 2019 em comparagdo com a

classificacdo adotada até 2018.

Fonte: (G1 Globo, 2019)


https://g1.globo.com/economia/agronegocios/noticia/2019/07/24/entenda-o-que-muda-na-classificacao-dos-agrotoxicos-pela-anvisa.ghtml
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O design da estrutura quimica dos agrotoxicos busca alcangcar uma interacéo
especifica com os organismos alvo, entretanto, alguns desses produtos possuem uma
afinidade com receptores do nosso organismo, podendo causar quadros de toxicidade
(OLIVEIRA, 2018).

Percebe-se, portanto, a necessidade de mais estudos a respeito das caracteristicas da
intoxicacdo associadas a tais produtos para que sejam tomadas decisfes que permitam um
melhor controle do uso por meio de acdes de monitoramento das agéncias de vigilancia no

pais.

1.2 CONTROLE E REGULACAO DE AGROTOXICOS

De acordo com a Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, o registro de um agrotdxico €
feito pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que verifica a
eficiéncia no combate a pragas e doencas no campo. Mas o registro so é concedido quando
0 produto também é autorizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
que avalia os riscos a saude, e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), que
analisa os perigos ambientais. Sem o aval dos trés 6rgdos, O agrotoxico ndo € liberado.

Apesar disso, com o intuito de facilitar o uso indiscriminado dessas substancias, a
Camara dos Deputados analisa uma nova proposta de lei, a PL 6299, que flexibiliza as
regras de fiscalizacdo e utilizacdo de agrotdxicos no pais. Pela proposta, 0 termo
“agrotoxico” deixaria de existir. Entraria em seu lugar a expressao “produto fitossanitario”,
0 que dificultaria a percepcdo da populacdo mais carente para o real perigo desses
produtos. Além disso, a responsabilidade por conceder registros de novos agrotoxicos
caberia ao Ministério da Agricultura que passaria a ter todo o poder decisorio. O Ibama e o
Ministério da Saude teriam apenas a funcdo de homologar pareceres técnicos, mas tais
avaliacBes ndo seriam elaboradas por esses 6rgaos publicos. Caberia as préprias empresas
interessadas em vender o0s agrotoxicos a missao de apresentar essas avaliaces. Segundo o
Ibama e a Anvisa, a proposta deixa brechas para que sejam vendidos no mercado nacional
produtos ja banidos em boa parte do mundo, causadores de disturbios hormonais, danos ao
sistema reprodutivo, entre outros (ASCOM, 2019).

Os pesticidas, aplicados em campos de producéo, tém parte significativa absorvida

pelas plantas tornando residuo nos alimentos. Outra parte pode ir para os cursos d’agua ou
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atingir lencdis freaticos. Uma das principais preocupaces a respeito do uso de agrotoxicos
é saber se, e em que medida, os alimentos sdo contaminados com esses produtos quimicos.
Para estimar a contaminacdo por agrotoxicos dos alimentos comprados pelos
consumidores, muitos paises fazem analises sistematicas. Cada Estado-Membro da Unido
Europeia designa autoridades competentes & Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (AESA) afim de avaliar, anualmente, amostras de alimentos de origem vegetal
coletados em cada Estado. Os relatorios da AESA analisam mais de 75.000 amostras de
alimentos de todos Estados a cada ano. Em 2013 e 2014, os relatérios indicaram que mais
de 98% das amostras respeitaram os limites legais de residuos e que mais da metade sequer
continha teores mensuraveis de residuos (EFSA, 2014). De forma semelhante, nos Estados
Unidos o Pesticide Data Program (PDP) é encarregado a coletar e analisar produtos
agricola prontos para ir a mesa do consumidor. Nos EUA, todos os anos, mais de 10.000
amostras tém sido analisadas, constantemente apresentando menos de 1% de amostras com
residuos acima dos toleraveis (Rocha, 2014). A

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria criada pela Lei n® 9.782, de 26 de janeiro
1999, tém por finalidade: “Promover a protecdo da salde da populacdo, por intermédio
do controle sanitario da producdo e consumo de produtos e servi¢cos submetidos a
vigilancia sanitéria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias
a eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos, fronteiras e recintos
alfandegados” (ANVISA, 1999). Diante deste propdsito, a ANVISA criou o Programa de
Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA) para avaliar e controlar os
niveis de residuos de agrotéxicos nos alimentos de origem vegetal que chegam a mesa do
consumidor. Até o momento, o Ultimo relatério publicado (2013 a 2015), mostra que
sempre houve uma porcentagem consideravel de amostras apresentando indices acima dos
LMR. Na maioria dos casos a irregularidade se da por presenca de residuos de agrotoxicos
ndo autorizados para aquela determinada cultura (ANVISA, 2016).

Além de contaminar alimentos, residuos de agrotoxicos podem contaminar 0s
cursos d’agua bem como a agua que ¢ fornecida a populagdo. Diversos estudos feitos no
Brasil e em outras partes do mundo detectaram agrotoxicos nos sistemas hidricos tanto
superficiais quanto subterraneos utilizados para consumo humano direto (BORSOI, 2019).
Em 2008, o Sistema de Informagdo de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo

Humano (SISAGUA), do Ministério da Saude, demonstrou que somente 24% dos sistemas
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de abastecimento de agua (SAA) cadastrados (referentes as médias de 16 unidades da
federacdo) apresentavam informacgdes sobre o controle da qualidade da &gua para os
parametros agrotoxicos. Além disso, 11 estados nao realizaram tais analises e/ou nao
alimentaram o referido sistema de informacGes com dados em 2008 (QUEIROZ, 2012).

Portanto, é evidente a precariedade dos mecanismos de vigilancia da saide em que
h& poucas a¢des de monitoramento das agéncias de vigilancia, seja pela grande extensdo do
pais, o que dificulta um controle adequado, ou pela falta de punicdes pelo uso
indiscriminado (CARNEIRO, 2015). Outro agravante que se deve mencionar € que em um
estudo publicado pelo Atlas “Geografia do uso de agrotéxicos no Brasil e conexdes com a
Unido Europeia”, apontou que 79% dos agrotoxicos utilizados no Brasil estdo con-
centrados em 4 tipos de plantas: soja (52%), milho e cana de agucar (10%), e algoddo
(7%). O fato alarmante é que 30% dos agrotoxicos utilizados nesses produtos sao proibidos
na Europa, dentre eles, a prometrina (BOMBARDI, 2017).

1.3 PROMETRINA

Comercializada de forma mais comum sob o nome fantasia Gesagard®, a
prometrina € um agrotdxico pertencente a classe quimica de herbicidas triazinas. Os
herbicidas sdo agroquimicos utilizados para o controle de ervas daninhas, as quais
competem com 0s vegetais por luz, agua e nutrientes, interferindo na qualidade da
plantacdo. As triazinas foram os herbicidas mais aplicados em todo o mundo na segunda
metade do século XX por sua presumivelmente baixa toxicidade e persisténcia ambiental
(OLIVEIRA, 2018).

A prometrina estava entre 0s 350 pesticidas mais usados nos Estados Unidos (Lista
de Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA)) (EPA, 2019). No entanto, ap6s a coleta de
evidéncias significativas que apontavam que esta classe de agrotdxicos atua como
contaminante das aguas subterraneas com diversas propriedades toxicas (genotdxicas,
desreguladoras endocrinas e imunotdxicas), seu Uso passou a ser restrito e, posteriormente,
passou a ser proibido totalmente em muitos paises europeus. Acreditava-se que as triazinas
com substituintes S-metil eram menos toxicas (como a prometrina), mas 0s paises da
Unido Européia (UE) as proibiram juntamente com outros herbicidas triazinicos. Alguns

outros paises europeus (ndo membros da UE) seguiram a proibicdo em 2007, embora ainda
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seja utilizada globalmente em outras areas, como parte da Asia, da Africa, Austrlia e
regido do Pacifico, Canadé, China, india, Estados Unidos e Brasil (DIKIC, 2014).

A prometrina  (N2,N4-di-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-triazine-2,4-diamine).
(figura 4) é um po branco inodoro, ndo explosivo, ndo corrosivo e moderadamente volatil
(peso molecular: 241,356 g.mol), estavel por até 5 anos ou mais, se armazenado sob
condigdes normais de temperatura e umidade. A meia-vida média no solo (degradacéo
abiotica) é de 274 dias até 316 dias. Nas aguas, pode ligar-se a sélidos em suspenséo
(especialmente organicos) ou sedimentos, alem disso, sua meia-vida € mais longa em
meios alcalinos do que em &acidos (52, 78 e 80 dias em pH de 4, 6 e 8, respectivamente)
(DIKIC, 2014).

CH,S __N._ NHCH(CH,),

1
Y

NHCH(CH,),

Figura 4: Estrutura da prometrina (N2, N4-di-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-triazine-2,4-diamine).
Fonte: ANVISA, 2018. Monografia autorizada prometrina-P15

A aplicacdo na lavoura ocorre em Varios estagios, antes da plantacdo da semente,
imediatamente ap0s a semeadura e antes do aparecimento de ervas daninhas (pré-
emergente) ou apds o surgimento de pragas e antes que essas interfiram no
desenvolvimento da cultura (p6s-emergente). Ela é utilizada no controle anual de ervas
daninhas de folha larga e capim em culturas como milho, alho, cenoura, salsa, amendoim,
algoddo, cana de aclcar, cebola, soja, frutas, batata, feijdo, arroz, ervilha e gladiolo
(RUBINSTEIN, 2005).

Nas plantas alvo, a prometrina inibe o transporte de elétrons no local do receptor do
fotossistema 1l na fotossintese e na fosforilcdo oxidativa. As plantas afetadas pela
prometrina desenvolvem, inicialmente, bordas amarelas nas folhas e clorose interveinal
(pronunciadas nas folhas mais velhas e, em menor grau, nas folhas mais jovens). O quadro

evolui com cloridose, escurecimento e necrose das folhas e morte. A prometrina afeta o
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metabolismo dos carboidratos e pode diminuir as concentracdes de agUcar nas plantas
tratadas (FERREIRA, LAMAS, PROCOPIO, 2007).

A prometrina foi registrada pela primeira vez nos Estados Unidos em 1964.
Estudos que utilizaram animais de laboratério demonstraram que este agrotdxico era
levemente toxico quando administrado pela via oral, cutinea e inalatdria. Entretanto,
estudos que empregaram doses mais altas, demonstraram toxicidade significativa (EPA,
2019).

Entre varios estudos, dois trabalhos de toxicidade com alta dosagem foram
utilizados como base pela EPA para definicdo da DL 50 e devidas restricbes do uso dos
pesticidas (DIKIC, 2010). O primeiro estudo se baseou em teratogénese com ratos no
desenvolvimento, a prometrina foi administrada por gavagem a grupos de 26 ratos
Sprague-Dawley em doses de 0, 10, 50 ou 250 mg/kg/dia durante 6 a 15 dias gestacionais.
O resultado obtido foi uma grave toxicidade materna e no desenvolvimento
(WEIEISSENBORN; LEVY; GIKNIS; et al.,1987). O segundo experimento determinou
alteracbes na capacidade reprodutiva em duas geracGes de ratos. Foi administrada
prometrina na dieta de 30 ratos Sprague-Dawley machos e 30 fémeas nas doses de 0, 10
ppm (0,6 mg/kg/dia no sexo masculino, 0,7 mg/kg/dia no sexo feminino), 750 ppm (47,8
mg/kg/dia no sexo masculino, 53,6 mg/kg/dia no sexo feminino) ou 1500 ppm (96,7
mg/kg/dia no sexo masculino, 105,6 mg/kg/dia no sexo feminino). Os resultados
mostraram reducdo no peso corporal e consumo alimentar correspondente em adultos. No
entanto, a reducdo estatisticamente significativa no peso corporal do filhote foi considerada
mais grave devido ao seu potencial impacto negativo em desenvolvimento p6s-natal, como
nos sistemas neuroldgico e imunolégico (GIKNIS; YAU; et al.,1990).

Atualmente, também ha estudos relacionados a toxicidade em ambientes aquaticos.
Testes com o peixe dourado adulto, com exposicdo ao Gesagard 500 FW (correspondente a
0,1, 0,5 e 2,5 mg /L de prometrina) resultaram no aumento do nivel da proteina carbonilada
e na atividade da superoxido dismutase (SOD), mas reduziram o contetudo de perdxido
lipidico (LOOH) e a atividade da glutationa peroxidase no figado. O rim mostrou maior
nimero de parametros afetados mesmo sob baixas concentragdes do herbicida. O
tratamento também induziu vérias alteragdes histologicas no figado dos peixes, que podem
estar relacionadas a sua disfuncdo (MOSIICHUK et al., 2015).
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Infelizmente, a avaliagdo da toxicidade reprodutiva usando mamiferos € complexa,
cara e demorada, com pouca possibilidade de alto rendimento ou analise em larga escala
em experimentos. Além disso, a exposicdo oral e a alta dose necessaria para testes em
mamiferos os tornam inadequados para prever a toxicidade reprodutiva de produtos
quimicos ambientais, porque a concentracdo de poluentes é geralmente baixa e poluentes
sollveis em agua séo difundidos no sistema aquatico (HE et al., 2014).

No Brasil, a prometrina tem classificacdo toxicologica classe Il (produtos
perigosos ao meio ambiente), com DL50 entre 50 e 500 mg/kg ( ANVISA, 2005;
RUBINSTEIN, 2005) . Tal substancia ndo apresenta alguns parametros estabelecidos para
que se calcule a margem de seguranca de maneira adequada. Esses pardmetros sdo 0s
valores de IDA (Ingestdo Diaria Aceitdvel) e o intervalo de seguranca para as
aplicacdes/colheita das culturas em que é utilizada. Além disso, o limite maximo de
residuos permitido no Brasil é duas vezes maior do que o limite permitido em outros
paises, como nos paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos (EUA) em que 0 LMR é
0,01mg/L (ANVISA, 2016). Os valores de maximos permitidos de residuos da prometrina

no Brasil por cultura em que € aplicada sdo apresentados na tabela 1:

Tabela 1: Limite Maximo de Residuos (LMR) da prometrina nos produtos de prateleiras no Brasil —
ANVISA.

Culturas MGUE“?;S&:E;T prego LMR (mg/kg) Intervalo de seguranga
Algodao Pré/Pés-emergéncia 0,02 80 dias
Alho Pré/Pés-emergéncia 0,02 (1)
Cehola Pré/Pds-emergéncia 0,02 (1)
Cenoura Pré/Pos-emergéncia 0,02 (1)
Ervilha Pré/Pds-emergéncia 0,05 (1)

Fonte: ANVISA, 2018. Monografia autorizada prometrina-P15

De acordo com a tabela 1, o valor maximo de residuos deste agrotoxico para a
maioria dos alimentos e de 0,02 mg/kg. Para se adequar as normas aplicadas em paises em
gue o LMR aceito para a prometrina € menor, 0s produtos exportados sdo aqueles com
menor nivel de contaminacéo, e o restante permanece para consumo dentro do Brasil ou
para exportacdo em paises menos rigorosos (European Commission; Art 18. Reg 396 /
2005). A falta de uma IDA associada ao LMR acima do que € permitido em outros paises,
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reforca a necessidade da realizacdo de estudos que comprovem a segurancga dos valores

aceitos pelo governo brasileiro.

1.4 CARACTERISTICAS DO MODELO ANIMAL UTILIZADO

O Danio rerio conhecido popularmente como Zebrafish ou paulistinha é um peixe
nativo do sul da Asia, comum de 4gua doce e mais encontrado nas partes rasas com baixas
movimentacOes de agua. Esta regido geografica é caracterizada pelo clima de moncGes,
com estacOes secas e chuvosas bem definidas, o que exerce grande influéncia na sua
adaptacdo e reproducdo. Vive em uma regido onde a temperatura varia de 25 a 30°C, sendo
0 periodo de chuva, em que a temperatura ambiente é de 28°C, a mais favoravel para a sua
reproducdo. Em habitat natural eles se alimentam de uma variedade de zooplancton e
insetos, algas e outros materiais orgénicos. Dietas vivas, como paramécio, rotiferos e
artémias que nadam ativamente na agua, sdo consideradas adequadas para alimentacéo,
pois, proporcionam um estimulo de caca ideal e alto teor de proteina (DAMMSKI et al.,
2011).

Assim como a alimentacg&o e a nutrigdo, a qualidade da &gua tem grande impacto na
salde e produtividade do zebrafish, uma vez que influencia no seu desenvolvimento,
imunidade, fisiologia, anatomia, comportamento e reproducdo. Desta forma, os parametros
de qualidade da agua devem ser bem conhecidos e compreendidos, ndo apenas no seu
aspecto geral, mas também em relacdo as preferéncias do peixe. O pH da &gua pode variar
de 6,8 a 8,5; a temperatura entre 25 e 28°C; a alcalinidade do meio entre 50 e 100 mg/L; a
oxigenacéo acima de 4mg/L e sem ou minima concentracdo de nitrito e amdnia (LOPEZ. e
SANCHEZ, 2011).

O Zebrafish é caracterizado pelo pequeno porte, com listras prateadas-amareladas
intercaladas com listras azuis ao longo do seu corpo e das nadadeiras anal e caudal em fase
adulta. Os estagios de vida sdo: larval, juvenil e adulto. A fase larval ocorre durante os
primeiros 14 dias de vida apdés a eclosdo dos ovos, que sucede em 72 horas pos a
fertilizacdo (Figura 5).
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Zigoto Clivagem

Segmentagio Faringula Eclosdo Larva

Figura 5: Demonstracdo dos principais estagios do desenvolvimento do peixe-zebra ao longo das primeiras
72 horas pés-fertilizagdo (desenvolvimento embrionario) e a0 mesmo dia (larva).

Fonte: (Siebel e Bonan, 2015)

A fase juvenil é definida pelo periodo entre a fase larval e adulta. Eles vivem de
quatro a cinco anos, e iniciam sua maturidade sexual aos noventa dias de vida, indicativo
do inicio da fase adulta. As fémeas sdo maiores e mais robustas que os machos (Figura 6),
0 que facilita a sua identificagdo (DAMMSKI et al., 2011).

Figura 6: Dimorfismo sexual. A fémea (a direita) € maior e mais robusta, enquanto o macho (a esquerda) é
menor e mais delgado.
Fonte: (Agricultura SP, 2016)

Esta espécie é formada por individuos bastante sociais, isto €, ndo gostam de viver

sozinhos. Entretanto preferem formar cardumes pequenos. Entre as fémeas podem ocorrer
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brigas por meios de mordeduras para estabelecer dominancia, o que afeta na criagéo e
reproducdo destes animais. Outra forma de uma fémea determinar a hierarquia é liberando
horménios inibitérios na agua, para outras fémeas ndo liberarem feroménios durante
ovulacgdo. Essas substancias estimulam o comportamento de acasalamento dos machos. Os
machos também liberam horménios na &gua para induzir a ovulagdo nas fémeas, que
mostram um aumento significativo nas frequéncias de desova, na quantidade e na
viabilidade dos ovos, quando comparadas com fémeas mantidas isoladamente (HARPER e
LAWRENCE, 2016). Sao animais com padréo circadiano diurno, em que, suas atividades
comportamentais e bioldgicas dependem de uma padronizagdo rigorosa da manhd e da
noite. O mais recomendado € que o controle da luz em cativeiro seja de 10 horas de
escuridao e 14 horas de luz, ou 12 horas de escuriddo e 12 horas de luz (LAWRENCE,
2007).

Suas caracteristicas fisiologicas, tolerancia a grandes variacbes ambientais,
facilidade para manutengdo e reproducdo, geracdo de uma grande prole, e baixo custo
foram incentivos a sua utilizacdo em pesquisa (LAWRENCE, 2007). Hoje, diversos
estudos se baseiam nesta espécie, pois além das vantagens citadas, ela possui um genoma
sequenciado parecido ao dos mamiferos, ciclo curto de reproducédo, fecundacdo externa e
embribes transparentes. Um estudo do genoma do zebrafish, concluido em 2013, verificou
que 71% dos genes que codificam proteinas no genoma humano sdo correlacionados a
genes encontrados no genoma do zebrafish, e que destes, 84% dos genes conhecidos por
serem associados a doencas humanas possuem um gene relacionado em zebrafish,

demonstrado na figura abaixo (Howe et al., 2013).
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Figura 7: Numero de genes analogos compartilhados em diferentes espécies.

Fonte: Howe et al., 2013

Os embrides transparentes proporcionam uma avaliacdo mais clara e detalhada em
relacdo as modificacGes fisicas que podem ocorrer por toxicidade do meio. Os avangos
tecnoldgicos permitiram também uma caracterizacdo detalhada do animal em nivel
genético, a fim de obter um vantajoso modelo animal que apresenta rapidas respostas aos
diversos estudos (DAMMSKI et al., 2011). Além disso, tém crescido também o nimero de
estudos que avaliam alteracbes comportamentais vinculadas a influéncia de diversas
drogas, como o alcool. Tais estudos permitem estabelecer comparacbes com o0
comportamento humano (BAGGIO, 2016). Apesar disso, percebemos que ha poucos
trabalhos publicados em relagdo a toxicidade do agrotoxico prometrina em embrides de

vertebrados superiores.
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2. JUSTIFICATIVA

A contaminacdo ambiental por agrotoxicos tem sido evidenciada por agdes de
monitoramento e pesquisas realizadas no pais. Além do seu impacto direto sobre a salde
humana, altos niveis dessas substancias geram incalculaveis danos ambientais
(CARNEIRO, 2015).

A ANVISA (2018) relatou que atualmente sdo 380 agrotoxicos registrados e
autorizados para utilizacdo na agricultura. Desses, 210 possuem a ingestao diaria aceitavel
(IDA) determinada pela ANVISA e apenas 13 estdo relacionadas na portaria MS n°
2.914/2011 que determina padr@es de qualidade para agua potavel (ASCOM, 2019).

O relatério do PARA realizado pela ANVISA que apresenta os resultados do
monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos coletados no periodo de 2013 a
2015 analisou 12.051 amostras de 25 alimentos de origem vegetal representativos da dieta
da populacéo brasileira. Dentre estes alimentos 15 apresentaram residuos de prometrina, no
total de 5.905 amostras. Os alimentos que apresentaram residuos de prometrina foram:
arroz, feijdo, tomate, banana, maca, laranja, maméao, abacaxi, cebola, cenoura, couve,
milho (fubd), repolho, beterraba e mandioca (farinha) (ANVISA, 2016).

No trabalho de Dikic et al. (2009) registraram que apesar do aumento do nimero de
artigos cientificos sobre a prometrina nos Gtimos anos, ha apenas um pequeno nimero de
publica¢bes indicando seus efeitos toxicos em organismos ndo direcionados (animais,
humanos). Em 2008 foi relatado o primeiro caso de intoxicacdo aguda humana por
prometrina. Um homem de 62 anos ingeriu 50 gramas de prometrina e etanol em uma
tentativa de suicidio. Duas horas ap6s a ingestdo, ele estava sonolento e vomitou. Sete
horas ap0s a ingestdo, os testes laboratoriais mostraram acidose metabolica com um gap
anioénico calculado de 47,5 mmol / L e lactato de 23,4 mmol/L (BRVAR, M. et al., 2008).

A fertilizacdo in vitro e a embriogénese tornam o Zebrafish um modelo animal
mais simples e atraente para investigar a toxicidade reprodutiva. Esse sistema é utilizado
como uma importante ferramenta para detectar toxinas em amostras de agua e investigar 0s
mecanismos de toxicidade aguda em vertebrados e doencas relacionadas. Entretanto, até
hoje, ndo ha trabalhos publicados que utilizam embribes de Zebrafish para avaliar
toxicidade aguda da prometrina.
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A fim de realizar avaliacdo de toxicidade da prometrina, o presente projeto utiliza
embribes do animal Zebrafish (Danio rerio). Desta forma, espera-se que com a execugao
deste projeto possamos detectar a concentracdo minima de efeito toxico da prometrina na
agua e avaliar como as exposi¢des ambientais a este agrotdxico podem afetar a salde.
Além disso, busca-se ressaltar a importancia do estabelecimento de politicas publicas que
visem priorizar a utilizacdo segura de agrotoxicos por meio da autorizagdo de substancias
que ndo oferecam risco a salude humana, expondo dados de toxicidade do agrotdxico em

questao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho é avaliar a toxicidade aguda do pesticida prometrina a
embrides (ovos fertilizados) de zebrafish (Danio rerio) para subsidiar tomadas de deciséo
das agéncias governamentais responsaveis pela autorizacdo de uso do mesmo em territorio

nacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Criar e manter o novo modelo experimental ainda néo estabelecido na UFOP;

- Expor ovos fertilizados de zebrafish as concentragbes de 0.01; 0.02; 0.04; 0.4; 4
mg/L de prometrina;

- Analisar alteracdes no padrédo de desenvolvimento normal do embrido e possiveis
alterac6es morfoldgicas provocadas pela presenca da prometrina em agua.

- Relacionar os resultados com os valores de LMR estabelecidos pela legislacédo
nacional e internacional para a prometrina com o0 objetivo de prover informacoes

adicionais que auxiliem na tomada decisfes quanto a utilizacdo deste agrotoxico.
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4. METODOLOGIA

O trabalho proposto, em que utilizamos o Zebrafish como um modelo animal na
avaliacdo da toxicidade, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Ouro Preto protocolado sob o CEUA n° 4758151018. No
entanto, os ensaios foram realizados no Biotério Central da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em colaboracdo com o Prof. Dr. Luis David Solis Murgas. A CEUA no
cumprimento das suas atribuicdes analisou e aprovou a Emenda (versdo de 06/08/2019) da

proposta acima referenciada (ambos 0s documentos encontram-se no ANEXO 1).

4.1 CRIACAO E MANUTENCAO DO NOVO MODELO EXPERIMENTAL

Setenta peixes adultos da espécia Zebrafish foram adquiridos na loja Lindoia Peixes
em Muriaé — MG, na mesma propor¢do entre fémeas e machos. Como o transporte é
fisiologicamente estressante, principalmente a longa distancia, foi necessaria a adicdo de
oxigénio puro no saco fechado, e que ele fosse realizado utilizando uma caixa de isopor
(impede a variagdo da temperatura).

Foram adquiridos aquarios com a capacidade de quatro litros de agua para suportar
até vinte peixes em cada (5 peixes por litro de 4gua). A temperatura para cada aquario foi
mantida em 28 °C com o auxilio de termostato (Roxin HT), e a oxigenacdo da agua foi
realizada através de bomba (AquaOne) como ilustrado na Figura 8.

Figura 8: Aquérios de manutencao dos animais — Lab. Toxicologia - UFOP
Fonte: Autoria Propria.
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Os animais foram alimentados com ragéo floculada (Alcon Basic) 2 vezes ao dia, e
com artémias recentemente eclodidas e filtradas, na parte da tarde, sendo especificado a
quantidade por dia e por animal na tabela 2. As artémias sao comercializadas em ovos, e
para eclodir necessitam ser aeradas em &gua salgada durante 24 horas. O ciclo claro-escuro
é garantido por temporizador que liga e desliga automaticamente as luzes do ambiente,
com ciclo de luz de 14 horas (LAMMER, 2009).

Tabela 2: ParAmetros da qualidade d’4gua para o cultivo de Zebrafish adotados no Laboratério de
Toxicologia — UFOP.

FREQUENCIA DE

PARAMETROS NIVEIS ADEQUADOS TEeTE
Temperatura 24 a 28°C Diariamente
pH 6,8a8 Diariamente
Sifonacéo 50% d'agua Diariamente

Alimentacdo com racéao

15mg/peixe/dia

Segunda a sexta

Alimentacdo com artémias

2000 artémias/peixe

Segunda a sexta

Teste de Aménia Até 0,018 ppm Semanalmente
Teste de Oxigenacdo Acima de 4mg/L Semanalmente
Teste de Nitrito Ate 0,25 ppm Semanalmente

Fonte: Autoria Propria

O resto da alimentacdo dos peixes e 0 acumulo de suas excre¢des resultam no

excesso de matéria organica no fundo do aquéario. Esta matéria organica excessiva gera
niveis altos dos compostos nitrogenados amonia e nitrito, substancias toxicas aos peixes.
Utilizou-se, semanalmente, Labcon Test Amonia Toxica e Labcon Test Nitrito/NO2 para
monitorar a concentracdo destes compostos. Quando teores elevados eram detectados,
verificava eficiéncia da filtragem e aumentava a proporcdo das sifonagens. Também foi
preciso avaliar a possibilidade de excesso da alimentacdo ou populagédo de peixes acima do
recomendado. Além disso, utilizou-se o teste com Labcon Test O2 semanalmente para
verificar os niveis de oxigenacdo. Tais testes foram realizados com reagentes especificos,

que sdo indicadores de ions livres na solugcdo para cada composto, mudando a coloragdo da
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agua avaliada. De acordo com a intensidade da coloracdo classificam-se em qual faixa se
encontra as concentracfes dos parametros analisados com uma tabela de leitura.

Os peixes para reproducao foram mantidos em grupos de 5 animais, separados pelo
género (2 fémeas e 3 machos) por uma divisoria transparente de acrilico gradeada que
permite a troca de dgua contendo feromonios entre eles, estimulando o acasalamento. No
aquario de reproducdo é fixou plantinhas de plasticos para simular o ambiente natural
(Figura 10). A reproducéo é mais favoravel para ocorrer durante o inicio do dia. A luz era
programada para acender as 08:00 da manha, sendo este 0 melhor horério para a retirada da
divisoria. Por fim, para simular o periodo de chuva (época mais propicia para a reproducdo
em habitat natural), assim que se retirava a diviséria, esguichava um pouco de &gua fria

com o0 auxilio de uma pisseta.

e
T
L

Figura 9: Aquério de reproducdo — Lab. Toxicologia — UFOP.

Fonte: Autoria Prépria

As tentativas para reproducdo ocorreram semanalmente e com diferentes grupos
separados. Os ensaios foram realizados em aquarios separados para reproducdo. Quando
um teste ndo obtinha resultados esperados, mantinhamos os peixes no mesmo grupo de 5
animais para estimular a criacdo de um vinculo entre eles durante diferentes intervalos de
tempo, de 15 dias até meses, antes de testar uma nova reproducéo. A medida que, uma das
fémeas demonstrava dominancia por meio de mordeduras, era separada do grupo e posta
outra no grupo separado.
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4.2 EXPOSICAO DOS OVOS FERTILIZADOS AO AGROTOXICO

Antes da reproducdo preparou-se solucbes de prometrina nas seguintes
concentragdes: 0.01; 0.02; 0.04; 0.4; 4 mg/L, sendo representados como grupo 1, 2, 3,4 e
5, respectivamente. As menores concentracfes, 0,01 e 0,02 mg/L, foram determinadas a
fim de representar a margem de seguranga dos LMR’s permitidos na UE e no Brasil,
respectivamente. Ja as concentracbes dos grupos 3, 4 e 5 foram estipuladas a partir da
DL50 aguda de prometrina para peixes adultos (4mg/Kg), na propor¢do de 1%, 10% e
100% da dose letal, respectivamente (ANVISA, 2010). Como a prometrina apresenta baixa
solubilidade em &gua, utilizou-se DMSO (concentracdo final méxima de 100 pl/L) para
auxiliar no preparo da solucdo estoque, portanto, devido ao uso do solvente necessario
criar um controle de solvente (grupo 6) adicional (OECD, 2013). Além disso, como
controle negativo (grupo 7) utilizou-se agua como meio, e a solugcdo de solvente utiliza o
dimetilsulfoxido (DMSQO) na mesma concentracdo utilizada para o preparo das solucdes
teste.

Para determinacdo da toxicidade aguda ou dose letal de produtos quimicos em
estagios embrionarios de peixes (Danio rerio) seguiu-se o protocolo da OECD n°236 com
adaptacdes.

Os testes com os ovos fertilizados foram realizados no biotério central da
Universidade Federal de Lavras — MG, devido & dificuldade em reproduzir o Zebrafish no
laboratério de toxicologia da UFOP e curto tempo para apresentar os resultados. Os peixes
eram separados em grandes aquéarios de acordo com a idade. Uma vez atingida a idade
adulta, eram mantidos todos no mesmo aquario. A reproducdo era testada em aquarios
separados para 4 a 5 peixes (2 fémeas e 2 machos, ou 3 fémeas e 2 machos). Os peixes
eram escolhidos nos aquarios de manutencdo, acomodados no aquario de reproducdo e
separados pelo género por uma diviséria transparente de acrilico gradeada por uma
semana. No dia da reproducdo essa divisoria é retirada na parte da manha e € realizado um
esguicho de &gua fria. Caso ocorra a reproducéo, eram coletados 0s ovos e reposta a
barreira. Quando ocorre a reproducéo, esses peixes eram mantidos como uma familia, em
um aquéario somente com eles.

Os ovos fertilizados foram coletados e transferidos para uma placa de petri
contendo egg water (sol. NaHCOs, CaCOs, H20, azul de metileno 1%) até uma hora no

maximo pos fertilizacdo. A egg water é uma solucdo utilizada para manutencdo dos
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embribes obtidos a partir da reproducdo dos peixes adultos, auxiliando na separacdo dos
0vos para 0s experimentos. Para identificar ovos fertilizados, utilizou-se um microscopio
invertido. Ovos recém-fertilizados eram caracterizados por um espago perivitelino
totalmente transparente, cercado pela membrana do ovo e contendo a gema e o disco
germinativo, que ja se formou no polo do animal.

As placas eram inseridas em uma estufa (Thermo scientific) de 27,8°C. Apds 24
horas de incubacédo na estufa, utilizou-se uma pipeta de Pasteur para transferir os embrides
viaveis da placa petri para as placas de ELISA com 96 pocos. Normalmente sdo usadas
placas de 24 pocos, sendo 20 para cada concentragdo e 4 para grupo controle como é
observado na figura 11, contudo, utilizou-se trés placas com 96 pocos. Em cada placa eram
mantidos trés grupos: 20 poc¢os para cada concentracdo da prometrina e para 0S grupos

controles, contendo 200 pL de solugéo por pogo. A cada pogo foi adicionado um embrido.

O000

- lﬂ Separ;Fpara analise OOOO

e 0S OVOS Viaveis - OOOO
. 0000
Q000
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=1 o
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5 1 Colocar no meio contendo
“p% 2% 0 3 e
2 Fi

- eqgg water durante 24 horas OOOO
Coletar os ovos

recém fecundados Descartar os ovos
fertilizados inviavéis Utilizar 20 pocos para

cada concentracdo e 4
pogos para controle
negativo

Figura 10: Ovos de zebrafish recém-fertilizados sdo expostos & solugdo de prometrina em teste por um
periodo de 96 horas, de acordo com OECD 236.
Fonte: (OECD, 2013)

Foram avaliados cinco grupos para as diferentes concentragdes de prometrina, um
grupo para o controle do solvente, e um grupo para o controle negativo, conforme o0s

parametros apresentados na Figura 9.
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X 9 10 11 12
A 0.04 mg/L | 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
B 0.04 mg/L | 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
~ c 0.04 mg/L | 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
E D 0.04 mg/L | 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
o E 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
F 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
G 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
H 0.04 mg/L | 0.04 mg/L
X 1 2 3 5 6 7
A 0.02 mg/L | 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
B 0.02 mg/L | 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
: C 0.02 mg/L | 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
9 D 0.02 mg/L | 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
o E 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
F 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 me/L
G 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 mg/L
H 0.02 mg/L | 0.02 mg/L 0.01 mg/L | 0.01 me/L
X 1 2 3 5 6 7 9 10 11 12
A HzO H2O H2O
B H20 H2O H2O
Ly C H2O H2O H2O
E D H2O H2O H2O
E E H2O H2O
F Hz2O H2O
G H2O H2O
H H2O H2O

Figura 11: Placa 1 - Trés grupos (grupos 5, 4 e 3) com as solu¢fes de prometrina nas concentracGes de 4
mg/L, 0,4 mg/L e 0,04 mg/L; Placa 2 - Dois grupos (grupo 2 e 1) com as solugdes de prometrina nas
concentragdes de 0,02 mg/L, 0,01 mg/L e com o grupo 6 com controle de solvente; Placa 3 - O grupo 7,
controle negativo com agua.

Fonte: Autoria Propria.

Para se observar as possiveis alteracBes estruturais nos embrides foi utilizado um

estereomicroscopio. As andlises foram realizadas nos seguintes intervalos: 48 horas, 72

horas, 96 horas e 120 horas ap06s a fertilizagdo. As placas de 96 pogos ficaram acomodadas

em uma estufa a temperatura de 27.8 °C sob as mesmas condi¢cdes de luminosidade

utilizadas para os peixes adultos. Durante todo o experimento, as placas de ELISA eram

cobertas com o intuito de evitar perdas das solugdes ao longo das analises.

4.3 ANALISE DAS ALTERACOES NA EXPOSICAO DOS EMBRIOES AO
AGROTOXICO

Para validacdo do método, seguiu-se o protocolo estabelecido por OECD 236 a

observagao dos seguintes critérios:

e O total de ovos viaveis coletados deve ser de no minimo 70% do total;
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e A sobrevivéncia dos ovos colocados no grupo controle negativo deve ser de no

minimo 90% até o final de todos os testes;

e Ao menos 80% dos ovos colocados no grupo de controle interno devem eclodir

ao final das 96 horas de exposi¢éo;

A anélise da toxicidade baseou-se na observacdo de alteracbes no desenvolvimento
do peixe, zebrafish. Sendo assim, os parametros para analise foram os seguintes: presenca
de edema; coagulacdo; auséncia de formacdo de somito; ndo deslocamento da cauda;
auséncia de batimento cardiaco; ma formacdo dos olhos; auséncia de pigmentacdo;
eclosdo; desenvolvimento normal/vivo e morte.

O edema tem sido uma das malformagdes mais observadas nos testes de toxicidade
com Danio rerio (TESOLIN et al., 2014). Ele é caracterizado por acimulo anormal de
liquido no tecido e pode ocorrer em 6rgédos especificos ou em qualquer parte do corpo. O
aparecimento do edema pericardio deve-se a disfuncdo cardiaca, funcionando como
indicador de disfuncdo osmoética ou metabolica, frequentemente associada a
extravasamento dos vasos endoteliais ou deve-se a uma disfuncéo renal, pois o sistema de
regulacao depende do envolvimento renal (CAVALCANTE, 2017).

Os embrides coagulados sdo brancos leitosos e aparecem escuros sob o
microscopio, demostrado na figura 14.

Figura 12: Exemplo de Coagulagdo do Embrido

Fonte: (OECD, 236)

Em um embrido saudavel cerca de 20 somitos formam-se apds 24 horas (Fig. 15 —

a), além disso, normalmente mostra movimentos espontaneos (contracdes lado a lado), que
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indicam a formac&o de somitos. A auséncia de somitos é registrada apds 24, 48, 72 e 96
horas. Ndo formac&o de somitos ap6s 24 horas, como mostrado na Fig.15 — b, pode ocorrer
devido a um atraso geral do desenvolvimento. No maximo, apds 48 horas, a formacéo de
somitos deve ocorrer, caso contrario o embrido € considerado como morto.

As deformagdes da coluna vertebral podem ser associadas a deplecdo ou
desregulacdo de ions como célcio e fosforo, ou com reducdo da miosina, ambos

necessarios para o desenvolvimento normal do organismo (CAVALCANTE, 2017).

Figura 13: O embrido Zebrafish de 24 horas em (a) mostra somitos bem desenvolvidos, enquanto
que o embrido em (b) ndo apresenta nenhum sinal de formacdo de somito, apesar de mostrar um edema
pronunciado do saco vitelino (*). Ja o embrido de 48 horas em (c) mostra formacdo distinta de somitos,
enquanto que o embrido de 96 horas em (d) ndo apresenta qualquer sinal de formacdo de somito, entretanto
este embrido apresentou curvatura espinhal (escoliose) e 0 edema pericardico no embrido mostrado em (*).

Fonte: (OECD, 236)

Neste estagio tambem, é bem perceptivel a formacdo dos olhos e a pigmentagdo do

embrido, apresentando em condig¢es normais na figura 15.
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No embrido de Zebrafish o descolamento da cauda da gema € observado apds o
alongamento posterior do corpo embrionario. A auséncia de descolamento da cauda sera
registrada em intervalos de 24 horas até o sexto dia.

A falta do batimento cardiaco é registrada apds 48, 72 e 96 horas (figura 16). Em
um embrido que se desenvolve normalmente, o batimento cardiaco é perceptivel apos 48
horas. Além disso, batimento cardiaco visivel sem a circulagdo na aorta abdominal é
considerada ndo letal. Para registrar este ponto final, os embrides ndo mostram batimento
cardiaco deve ser observado sob uma ampliacdo minima de 80x por pelo menos um

minuto.

Figura 14: A falta de batimentos cardiacos é indicada por ndo convulsdes do coracdo (seta dupla). A
imobilidade das células sanguineas em, por exemplo, a aorta abdominal (em inser¢do) ndo é um indicador por
falta de audi¢do. Observe também a falta de formacéo de somito neste embrido (aparéncia homogénea, em
vez de segmentar, dos tecidos musculares). Aumento de 80x.

Fonte: (OECD, 236)

Os resultados apresentados no ensaio de 24 horas demonstraram desenvolvimento
normal nos embribes dos grupos controles e para as diferentes concentragcbes de
prometrina. Os embrides apresentaram cabeca, 0 corpo e a cauda bem desenvolvidos, além
dos batimentos cardiacos, pigmentacdo dos olhos e do corpo, formacdo de somitos e

desprendimento da cauda (figural?).
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Figura 15: Embrido Danio Rerio no periodo de 24 h com desenvolvimento normal.

Fonte: Autoria Prépria
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO MODELO IMPLEMENTADO NO LABORATORIO
DE TOXICOLOGIA

A criacdo do novo modelo animal foi bem-sucedida. Para um controle adequado
dos parametros de qualidade de agua descritos no item 4.1, foram realizados testes
semanalmente, e quando necessario, foram adotadas medidas para solucionar as possiveis
alteracfes, como 0 aumento no nimero de vezes em que era realizada a sifonacao.

A estrutura oferecida pelo laboratorio de toxicologia ainda se encontra em fase de
adaptacdes, a fim de oferecer melhores condi¢cdes para a manutencdo destes animais.
Contudo, € um modelo implementado ha um ano, que ja demonstra resultados positivos, a
maior dificuldade encontrada até agora foi na reproducao.

O grupo de pesquisa em Zebrafish localizado na Universidade Federal de Lavras,
coordenado pelo Dr. Murgas, possui ampla experiéncia ha 20 anos com manejo e
reproducdo de peixes de &gua doce, dentre os quais se inclui a espécie Danio rerio
(zebrafish). Esse tempo € de grande relevancia na adaptacdo dos animais as condicdes de
vida no biotério. Outros fatores importantes que contribuem na facilidade de reproducéo,
comparados com as condicdes fornecidas pela UFOP, foram: agua filtrada por osmose
reversa, garantindo um grau de pureza maior da agua; processo de limpeza do aquéario de
forma padronizada por tubulagfes, diminuindo a necessidade de manuseio manual nos
aquarios, desta forma evitando um grande empecilho, o estresse. Além disso, a reproducéo
ocorre em uma sala separada e aclimatada somente para 0 manejo do Zebrafish, e todos os
controles dos parametros como pH, oxigenagdo, nivel do nitrito e aménia sao realizados de
forma automética por um sistema anexado a estrutura dos aquéarios, conforme é

representado na Figura 13.



38

Figura 16: Sistema anexado nas estruturas dos aquarios que garante o controle automatico da qualidade da
agua.

Fonte: Autoria Prépria
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5.2 AVALIACAO DAS ALTERACOES PROVOCADAS EM EMBRIOES
DE ZEBRAFISH PELO AGROTOXICO PROMETRINA

A andlise da toxicidade baseou-se na observacao de alteragdes no desenvolvimento
do peixe, zebrafish. Sendo assim, os parametros para analise foram os seguintes: edema;
coagulacao; auséncia de formacdo de somito; ndo deslocamento da cauda; auséncia de
batimento cardiaco; mé& formacdo dos olhos; auséncia de pigmentacdo; desenvolvimento
normal/vivo; morte e ecloséo.

Nas primeiras 48h ap0s a fertilizacdo foi observado na concentragdo mais alta da
solucdo com prometrina, que o saco vitelino dos embrifes estava maior que o normal.
Apesar disso, na analise de 72h, ap6s eclosdo, o saco vitelino se desenvolveu normalmente,

estando dentro dos parametros estabelecidos pela OECD 236.

5.3 AVALIACAO DA EXPOSICAO AO AGROTOXICO

N&o houve sinais discerniveis de alteracdes, contudo, foram pontuadas em
porcentagem a eclosdo dos embrides (independentemente do tempo necesséario para

eclodir) e o desenvolvimento normal.

A figura 17 mostra a taxa de eclosdo dos embrides ao longo do periodo do
experimento de 120 horas. As eclosdes iniciaram, em todos 0s grupos, a partir das 48 horas

até &s 120 horas sem uma variagao constante ao aumento da concentracdo de prometrina.
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Figura 17: Porcentagem de eclosdo dos embrifes ao decorrer dos tempos de 48; 72; 96 e 120 horas
pos fertilizagdo.

Fonte: Autoria Prdpria.

A figura 18 indica a porcentagem de desenvolvimento normal dos embrides ao
longo do teste. Somente na menor concentragdo de prometrina (0,01 mg/L) houve uma

taxa de natalidade de 5 %, sendo considerado como morte natural e dentro dos parametros
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Figura 18: Porcentagem do desenvolvimento normal/vivo dos embrides ao decorrer dos tempos de
48; 72; 96 e 120 horas pos fertilizagéo.

Fonte: Autoria Propria.
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Como pode ser observado nas figuras 18-24 ndo houveram diferencas significativas
entre o desenvolvimento dos embrides expostos ao agrotoxico prometrina (em todas as
concentracdes) e os embrides expostos a dgua (controle negativo) ou ao solvente (controle
solvente). Apesar de ter sido utilizada uma concentracdo estipulada pela DL50 como letal
para peixes adultos, ndo foi observado uma taxa de mortalidade ou alteragGes significativas
para os embrides do zebrafish.

Uma das obje¢Bes ao uso dos embrifes para experimentos de analise da toxicidade
de substancias quimicas € baseada principalmente na suposta falta de capacidade de
biotransformacdo e na suposi¢cdo de que substancias altamente lipofilicas e de alto peso
molecular podem ndo ter acesso ao embrido devido ao papel protetor do cérion, ou o
alcancem em menor concentracdo quando comparada a concentracdo ambiental (HILL et
al., 2004). No entanto, a presenca de solventes, como o DMSO, cadeias laterais e
possiveis cargas elétricas das moléculas modificam ainda mais a absorcdo de produtos
quimicos no embrido (BRAUNBECK et al., 2014).

O dimetilssulféxido é um solvente com caracteristicas importantes para a quimica,
pois apresenta como atividade bioldégica muito importante a capacidade de atravessar as
membranas celulares e baixa toxicidade. Quanto maior a sua concentracdo em agua, maior
a capacidade penetrante. Isso pode ser explicado por ser um solvente aproético altamente
polar, apresentando alta afinidade por hidrogénios em ligagdes polares, formando ligagdes
com estes hidrogénios mais fortes que as formadas entre as moléculas de agua. Assim,
consegue se ligar com proteinas, carboidratos, acidos nucleicos, substancias idnicas e
outros componentes dos organismos vivos, podendo substituir algumas moléculas de agua,
sem alterar de forma irreversivel a conformacdo molecular dessas substancias
(CARDOSO, 2011).

De acordo com a EPA (2019), a prometrina € uma substancia lipofilica que
necessita da presenca de solventes organicos para ser solubilizada em agua. 1sso pode
estar relacionado com as dificuldades que ela encontra para atuar no organismo do
embrido devido a barreira do corion. Mesmo com as caracteristicas do DMSO, como a
facilidade de transpor membranas, o solvente utilizado ndo consegue atravessar o cérion

quando ligado a molécula da prometrina.
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Para confirmar a relagdo dos resultados obtidos com o grau de toxicidade do
agrotoxico em questdo, é de grande relevancia uma relacdo da prometrina comparada com
outros estudos toxicoldgicos de agrotoxicos nos embrides de Zebrafish.

Ha trabalhos que mostram a toxicidade no embrido pela associacdo de outros
herbicidas. No trabalho de TENSOLIN et al., (2014) foi avaliado o efeito combinado da
mistura dos Gesapax 500® (ametrina 500 g/L) e Velpar K® (diuron 468 g/kg +
hexazinone 132 g/kg) sobre os embrides do Danio rerio. O ensaio foi baseado no teste FET
da OECD, com duracdo de 96 horas. As concentracOes testadas foram 0; 21,22; 29,52;
41,08; 57,17 e 79,56 mg/L de Gesapax 500 vs. 0; 15,21; 21,17; 29,46; 40,99 e 57,04 mg/L
de Velpar K. O Velpar K® demonstrou maior toxicidade que o Gesapax 500 em embrides
e larvas de Danio rerio.

Concluiu-se que a mistura dos herbicidas Gesapax 500 e Velpar K apresenta um
efeito tdxico mais potente que o efeito isolado de cada agrotoxico. Entretanto, a menor
toxicidade da ametrina, herbicida pertencente a classe da prometrina, colabora para

justificar a falta de toxicidade da prometrina no estudo realizado neste projeto.
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6. CONCLUSOES

Podemos concluir que o trabalho obteve sucesso no que se refere ao
estabelecimento do cultivo do modelo experimental Zebrafish na Universidade Federal de
Ouro Preto. Os animais adultos apresentaram condigcdes estaveis indicativas de
crescimento normal. Em relacéo a reproducdo do mesmo, ndo foi possivel obter embrides
viaveis indicando que os parédmetros vinculados a reproducdo ainda necessitam de
modificacdes.

Apesar de terem sido utilizadas doses relativamente altas do herbicida prometrina
na avaliagdo da toxicidade em embrides de zebrafish, quando avaliado individualmente,
nas concentragdes de 0,01; 0,02; 0,04; 0,4 e 4 mg/L, 0 mesmo ndo demonstrou ser capaz de
promover alteracfes que indicassem toxicidade. Tal fato pode estar relacionado a
incapacidade do herbicida em atravessar o corion ou ainda, ao fato de ele necessitar da
presenca de um indutor enzimético ou de um sistema de metabolizagdo ainda ndo presente
no organismo utilizado.

De acordo com a reviséo da literatura realizada durante a escrita deste trabalho, ndo
foram encontradas publicacbes que demonstrassem a toxicidade do agrotéxico em questdo
em embrides de peixes, 0 que reforca a importancia do estudo realizado.

Uma vez que as doses mais baixas avaliadas durante este trabalho (0,01 e
0,02mg/L) encontram-se dentro da faixa de LMR para prometrina permitido pela Unido
Europeia e Brasil respectivamente, podemos inferir que desde que a utilizagcdo seja
realizada conforme as recomendacOes, permitindo a manutencdo de concentracfes
ambientais baixas deste agrotoxico, os riscos vinculados a toxicidade em embribes de
peixes serdo nulos. Entretanto, uma vez que outros organismos ou estagios de
desenvolvimento demonstraram maior sensibilidade as mesmas concentracdes testadas,
nédo pode-se afirmar, que ndo ha risco para outros seres Vivos.

Portanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados a fim de verificar a
seguranca desse agrotoxico. A continuidade deste projeto em embrides apds a eclosao,
seria de grande importancia para analise da toxicidade da prometrina em seres vivos, sem

a presenca de barreiras como o corion.
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8. ANEXO1

Segue em anexo, os documentos aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto protocolado sob o CEUA n°
4758151018 e a Emenda (versao de 06/08/2019).
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS AGROTOXICOS METOMIL E PROMETRINA UTILIZANDO O
EMBRIAO DE ZEBRAFISH (DANIO RERIO)", protocolada sob o CEUA n2 4758151018 (b ooo161), SOb a responsabilidade de Maria
Elvira Poleti Martucci - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagcao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na reuniao de 15/03/2019.

We certify that the proposal "Toxicity Evaluation of pesticides methomyl and prometryn using Zebrafish embrio (Danio rerio)",
utilizing 172 Fishes (males and females), protocol number CEUA 4758151018 (b oo0161), under the responsibility of Maria Elvira
Poleti Martucci - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Ouro Preto Federal University
(CEUA/UFOP) in the meeting of 03/15/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2018 a 11/2020 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a6 meses N: 172
Linhagem: Danio rerio Peso: 020a035¢g

Local do experimento: Os experimentos serao realizados no laboratério de toxicologia da Escola de Farmacia

Ouro Preto, 06 de novembro de 2019

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universitario - Morro do Cruzeiro - ICEB-I, Sala 29 - CEP 35400-000 - Ouro Preto/MG - tel: 55 (31) 3559-1368
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 14h : e-mail: ceua.propp@ufop.edu.br
CEUA N 4758151018
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Ouro Preto, 16 de agosto de 2019
CEUA N 4758151018

IImo(a). Sr(a).
Responsavel: Maria Elvira Poleti Martucci
Area: Ciéncias Bioldgicas

Titulo da proposta: "AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS AGROTOXICOS METOMIL E PROMETRINA UTILIZANDO O EMBRIAO DE
ZEBRAFISH (DANIO RERIO)".

Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFOP (b 000034)

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 06/agosto/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "No projeto original, foi proposto que os ensaios de toxicidade com os agrotéxicos metomil
e prometrina, utilizando os embrides de Zebrafish, seriam realizados no Laboratério de Toxicologia da Escola de Farmacia/UFOP, no
entanto, os ensaios serdo realizados no Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em colaboracao com o Prof. Dr.
Luis David Solis Murgas. O Dr. Luis David Solis Murgas é professor da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Lavras desde 1994 e tem 20 anos de experiéncia com manejo e reproducao de peixes de dgua doce, dentre os quais se inclui a
espécie Danio rerio (zebrafish). O grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Murgas também possui ampla experiéncia com ensaios
toxicoldgicos utilizando o modelo animal zebrafish (Danio rerio). No inicio deste ano, estabelecemos uma parceria com o Dr.
Murgas, com o intuito de realizarmos colaboracdes em projetos de pesquisa, melhorias e otimizacdes nos protocolos de manejo e
reproducdo dos animais, além de possibilitar treinamentos aos nossos alunos. Portanto, como parte da iniciativa de fomentar a
melhoria dos nossos protocolos e propiciar treinamento continuo de nossos alunos, os ensaios - previstos no projeto acima
discriminado e aprovado na CEUA sob o nimero de protocolo 4758151018 [] serao realizados no Biotério Central da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). ".

Comentario da CEUA: "".

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universitario - Morro do Cruzeiro - ICEB-I, Sala 29 - CEP 35400-000 - Ouro Preto/MG - tel: 55 (31) 3559-1368
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 14h : e-mail: ceua.propp@ufop.edu.br
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