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Resumo:

A utilizac&o de pesticidas na agricultura aumenta a cada ano, e proporcionalmente elevam-se os niveis de
contaminagdes aos solos e rios proximos as plantagdes, bem como, o nimero de intoxicagdes agudas e
cronicas de seres humanos e animais, e todos os problemas decorrentes dessas exposi¢oes. Dentre 0s
pesticidas mais usados destaca-se o clorpirifos. Pesticidas como o clorpirifés sdo utilizados na sua forma
comercial, a qual apresenta em grande quantidade os chamados ingredientes inertes. Estes componentes
ndo sdo especificados nos rétulos e estudos tém demonstrado que estes contribuem ainda mais para a
toxicidade final da formulacdo. Diante desse cen&rio, estudos toxicolégicos que investiguem a
composicdo e a interagdo dos inertes com o principio ativo sdo necess&rios. Com este fim, o seguinte
trabalho propds estudos comparativos de toxicologia entre clorpirifos e sua formulagdo comercia
utilizando o modelo aternativo Caenorhabditis elegans. Para tal, foram realizados ensaios de letalidade
(concentracéo letal 50%), reproducdo (tamanho da ninhada), desenvolvimento (comprimento do verme).
A neurotoxicidade foi avaliada pela morfologia anormal de neurdnios colinérgicos, com o auxilio da
cepa LX929 ((vsisA8)[unc-17::GFP]). Ainda, foi investigada a presenca de metais pesados na
formulacdo comercial. Os resultados observados demonstraram um padrdo, no qual a formulacdo
comercial foi significativamente mais toxica ao C. elegans do que apenas 0 principio ativo. Foram
encontrados para a formulacdo comercial menor CL50, redugdes no tamanho da ninhada e comprimento
do verme, bem como, aumento de neurénios colinérgicos com morfologia aterada. Por fim, é preciso dar
énfase, que foram encontrados metais pesados na formulagdo comercial, porém sua presenca ndo €
discriminada no rétulo do produto. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para estabelecer uma relacéo
entre 0os metais presentes na formulagdo comercial e a toxicidade observada, pois os metais foram
constituintes minoritarios dos inertes e ndo necessariamente exerceram papel nos efeitos observados.
Contudo, ao comparar os efeitos da formulagdo comercia com seu ingrediente ativo, o primeiro
apresentou grande toxicidade, demonstrando que a presenca de ingredientes inertes exerce efeito
sinérgico sob atoxicidade do ingrediente ativo
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TOXICIDADE DE PESTICIDA A BASE DE CLORPIRIFOS NAO DEPENDE DE
SEU INGREDIENTE ATIVO EM Caenorhabditis elegans

1. INTRODUCAO

Defensivos agricolas ou pesticidas sdo compostos quimicos usados com a
intencdo de prevenir, destruir ou controlar qualquer praga. Seu uso destaca-se na
agricultura, onde se diferem, principalmente, em herbicidas, fungicidas e inseticidas.
A utilizacdo de pesticidas na agricultura aumenta a cada ano, e proporcionalmente
elevam-se os niveis de contaminacdes aos solos e rios préximos as plantagdes, bem
como, 0 numero de intoxicagées agudas e cronicas de seres humanos e animais, e
todos os problemas decorrentes dessas exposicoes. Dentre os pesticidas mais
usados destaca-se o clorpirifés (Duke e Powles, 2008; Boyd et al., 2009; Samsel e
Seneff, 2015), que é um dos inseticidas mais vendidos no Brasil, com cerca de
13.084,62 toneladas de ingrediente ativo vendidos no pais em 2013 (lbama, 2013).
Sendo um organofosforado, seu mecanismo de agao consiste na inibicao irreversivel
da acetilcolinesterase (Singh et al., 2015). De maneira aguda, tal inibicdo resulta na
acumulacao de acetilcolina nas terminagcbes nervosas, causando elevada
estimulacdo em receptores muscarinicos e nicotinicos no sistema nervoso central e
periférico (Thompson e Richardson, 2004; Rush et al., 2010). Ainda, deve-se
considerar que todos os organofosforados sdo neurotéxicos podendo ser
relacionados com as doencas de Alzheimer e Parkinson (Muangphra et al., 2015).
Contudo, pesticidas como o clorpirifés sdo utilizados na sua forma comercial, a qual
apresenta em grande quantidade os chamados ingredientes inertes. Estes
componentes ndo sado especificados nos roétulos e estudos tém demonstrado que
estes contribuem ainda mais para a toxicidade final da formulacdo, podendo ser, em
alguns casos, os principais fatores para determinada toxicidade (Negga et al., 2011;
Mesnage et al., 2014). Diante desse cenario, estudos toxicoldgicos que investiguem
a composicao e a interagdo dos inertes com o principio ativo sdo necessarios. Com
este fim, o seguinte trabalho propbs estudos comparativos de toxicologia entre
clorpirifés e sua formulagdo comercial utilizando o modelo alternativo Caenorhabditis
elegans. Estudos com o objetivo de determinar diferentes perfis de letalidade,
reproducdo, desenvolvimento e neurotoxicidade entre o principio ativo e sua
formulacdo comercial. Em adicdo, a composicao de metais pesados na formulacao
comercial também foi analisada.

2. METODOLOGIA

Para investigar efeitos na letalidade (concentracdo letal 50%), reproducao
(tamanho da ninhada) e desenvolvimento (comprimento corporal), vermes no estagio
larval L1 foram expostos primeiramente em meio liquido por 30 minutos a diferentes
concentragdes do ingrediente ativo (clorpirifés - Sigma Aldrich) e sua formulagéo
comercial. Em seguida, os vermes foram transferidos para um meio sélido, onde a
exposi¢ao continuou por mais 48 horas. Ao fim desse periodo todas as andlises
foram feitas. Com o objetivo de investigar possivel neurotoxicidade, a cepa LX929
((vsls48)[unc-17::GFP]) foi utilizada, a qual possui todos os neurénios colinérgicos
marcados com proteina verde fluorescente (GFP), permitindo analise microscépica a
procura de neurbnios mal formados (Harrison Brody et al, 2013). Ainda, a
composi¢do de metais pesados na formulagdo comercial foi analisada através de



ICP-MS (Universitat Potsdam, Alemanha). Todos os experimentos foram realizados
em duplicatas, repetidos no minimo 3 vezes e o0s dados obtidos foram analisado com
ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Para as exposi¢cdes ao clorpirifés e sua formulagdo comercial foram
encontrados os valores de CL50 0,06% e 0,004%, respectivamente. Nos ensaios de
reproducdo, os vermes expostos somente ao clorpirifés ndo mostraram nenhuma
alteragao significativa na viabilidade dos ovos ou tamanho da ninhada. Porém, nos
vermes tratados com a formulacdo comercial foram observadas reducdes
significativas no tamanho da ninhada. Quando analisados os comprimentos dos
vermes, ndo houve alteracbes significativas para os vermes expostos ao principio
ativo clorpirifés.  Entretanto, ocorreram diminuicdes visiveis e significativas no
tamanho dos vermes tratados com a formulacdo comercial. Quanto a
neurotoxicidade, € possivel observar na figura 1 0 aumento de anormalidades na
morfologia de neurdnios colinérgicos dos vermes expostos apenas a formulacao
comercial de clorpirifés. Por fim, foram encontrados Mn, Fe e Zn na formulacao
comercial de clorpirifés. A formulacdo comercial de clorpirifés apresentou menor
CL50, mostrando-se mais letal. De mesmo modo, apresentou maior toxicidade a
reproducao, ao reduzir a viabilidade dos ovos e ao desenvolvimento, diminuindo o
comprimento dos vermes. O ensaio com a cepa LX929 mostrou alteragdo na
morfologia normal dos neurbnios colinérgicos, com o aparecimento de ramificacoes
e formatos em "Y" nos neurbnios e comissuras. Os resultados observados
demonstraram um padrdo, no qual a formulagdo comercial foi significativamente
mais téxica ao C. elegans do que apenas o principio ativo. Por fim, é preciso dar
énfase, que a presenga de metais encontrados na formulagdo comercial ndo é
especificada no rétulo do produto.

Figura 1. Morfologia anormal de neurdnios em vermes expostos ao clorpirifés e sua
formulacdo comercial. Clorpirifés comercial (A) aumentou significativamente o
aparecimento de neurdnios com morfologia anormal (setas verdes). *p<0.05



4. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demonstrou, por meio da utilizagdo de um modelo alternativo e
complementar, as diferencas toxicolégicas entre principio ativo e sua respectiva
formulacdo comercial. Contudo, sédo necessérios mais estudos para estabelecer uma
relacdo entre os metais presentes na formulagdo comercial e a toxicidade
observada, pois os metais foram constituintes minoritarios dos inertes e néo
necessariamente exerceram papel nos efeitos observados. Contudo, ao comparar os
efeitos da formulacdo comercial com seu ingrediente ativo, o primeiro apresentou
grande toxicidade, demonstrando que a presenca de ingredientes inertes exerce
efeito sinérgico sob a toxicidade do ingrediente ativo.
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