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RESUMO

Os neonicotindides estdo na lista dos inseticidas mais comercializados no mundo, séo
vendidos em mais de 120 paises e estdo entre os inseticidas mais eficazes para o controle de
insetos devido a sua seletividade. O imidacloprido (IMI), principal representante deste grupo
quimico, tem acdo agonista em receptores nicotinicos de acetilcolina pos-sinapticos, essa
acdo agonista causa a abertura dos canais de sddio, o que gera uma hiperexcitacdo nas
membranas neuronais, provoca paralisias e posteriormente a morte dos insetos. No entanto,
estudos realizados com IMI demonstraram a existéncia de toxicidade em peixes, aves e
mamiferos, ou seja, pode apresentar algum risco a espécies ndo-alvo. Tendo em vista essa
toxicidade, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade de enzima detoxificantes
apos tratamento subcrénico com imidacloprido em ratos wistar. Para isto, foram utilizados
ratos wistar, machos, adultos (n=10 animais/grupo). O grupo controle recebeu agua destilada,
0s demais grupos foram tratados respectivamente com 1,5, 5 e 15 mg/kg de IMI por via oral
durante 45 dias. Apds eutanasia, o sangue total com heparina foi coletado da veia cava para
quantificagdo das atividades das enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa s-transferase (GST). Foi observado aumento significativo da atividade da CAT
(p<0,05, ANOVA/Bonferroni), ja as demais enzimas ndo apresentaram diferenca
significativa na atividade. Sendo assim, o tratameno subcronico com IMI alterou as defesas
antioxidantes dos animais, entretato mais estudos sdo necessarios para elucidar o0s
mecanismos relacionados ao estresse oxidativo causado pelo IMI.

PALAVRAS-CHAVE: neonicotinoide; imidacloprido; ratos; CAT.



ABSTRACT

Neonicotinoids are on the list of the most commercialized insecticides in the world,
they are sold in more than 120 countries and are among the most effective insecticides for
insect control due to their selectivity. Imidacloprid (IMI), the main representative of this
chemical group, has an agonist action on postsynaptic nicotinic acetylcholine receptors,
which induces the openning of sodium channels, leading to hiperexcitation of neuronal
membranes, paralysis and, finally, insect death. However, studies carried out with IMI
registered the existence of toxicity in fish, birds and mammals, therefore, it may present some
risk to non-target species. In view of this toxicity, the present study aimed to evaluate the
activity of detoxifying enzymes after subchronic treatment with IMI in wistar rats. For this,
adult male Wistar rats (n=10 animals/group) were used. The control group received distilled
water, the other groups were treated respectively with 1.5, 5 and 15 mg/kg of IMI orally for
45 days. After euthanasia, whole blood with heparin was collected from the vena cava to
quantify the activities of the enzymes catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione s-transferase (GST). A significant increase in CAT activity was observed
(p<0.05, ANOVA/Bonferroni), the other enzymes did not show a significant difference in
activity. Therefore, subchronic treatment with IMI altered the antioxidant defenses of
animals, however more studies are needed to elucidate the treatment related to oxidative
stress caused by IMI.

KEYWORDS: neonicotinoid; imidacloprid; rats; CAT.



1.

Introducéo

1.1. Agrotoxicos

Os agrotdxicos sdo compostos quimicos utilizados pela agricultura para eliminar,
repelir ou controlar organismos que possam trazer prejuizos para a producdo de alimentos
(Gomez et al. 2020). Do ponto de vista econdmico, 0 uso de agrotdxicos baseia-se no
aumento da producéo do cultivo, melhoria na qualidade da producao e a reducé@o do custo em
méo-de-obra e energia (QUEIROZ e SILVA, 2021). No Brasil, em 2021, foram
comercializadas aproximadamente 719,5 mil toneladas de ingredientes ativos, o que confere
um aumento de 5,03% em relacdo ao ano de 2020, em que foram comercializadas 686,35 mil
toneladas segundo relatorio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (“Relatérios de comercializagdo de agrotoxicos”, [s.d.]).

A comercializagdo no estado do Rio Grande do Sul representa aproximadamente
10,6% deste total, correspondendo a 76.081,85 toneladas. As classes de agrotoxicos com
maior comercializacdo no estado sdo herbicidas, representando 61,7% do total, seguidos por
fungicidas com 19,03% e inseticidas com 10,8% (“Relatorios de comercializacdo de
agrotoxicos”, [s.d.]). Entre os agrotoxicos com aplicacdo inseticida, 0s neonicotindides séo
0s inseticidas sintéticos que tem sido extensivamente utilizados na agricultura para proteger
cultivos contra ataques de insetos e parasitas (BASS e FIELD, 2018). Os neonicotinoides sdo
aplicados para diferentes fins, abrangendo a agricultura, horticultura, silvicultura,
piscicultura, fruticultura e medicina veterinaria (NAUEN et al., 2008; SIMON-DELSO et al.,
2015).

Atualmente, os neonicotinoides sdo comercializados em mais de 120 paises e estdo
entre os inseticidas mais eficazes para o controle de insetos no mundo. Estdo disponiveis no
mercado alguns compostos como: imidacloprido (IMI), principal representante deste grupo
quimico que foi comercializado cerca de 9.026,25 toneladas, tiametoxam 4.173,93 toneladas,
acetamiprido 3.554,9 toneladas, clotianidina 753,94 toneladas, no Brasil em 2021, entre
outros. Esses agrotdxicos estdo sendo cada vez mais utilizados em relagdo a outros
inseticidas, como os organofosforados e carbamatos, 0s quais, nos Gltimos anos, tem
apresentado diminuicdo da eficicia devido a maior resisténcia dos organismos-alvo (BASS,
et al., 2015).No Brasil, em 2021, as vendas de inseticida representaram 129.457,26 toneladas
de ingredientes ativos. No ano de 2020, o IMI foi 0 nono ingrediente ativo de agrotéxico
mais comercializado no pais com o total de vendas de 9.401,65 toneladas, representando
6,97% desse montante (IBAMA, 2020).



1.2. Imidacloprido

O IMI [1-(6-cloro-3-piridinilmetil)-N-nitroimidazolidim-2-ilideneamino] (Fig.1), foi
descoberto por Shinzo Kagabu (TOMIZAWA & CASIDA, 2011) e langado no mercado na
década de 1990, sendo o primeiro agrotdxico neonicotinoide registrado na United States
Environmental Protection Agency (US EPA) (MIKOLIC, KARACONII, 2018). Apresenta
nimero CAS 138261-41-3 e classificacdo toxicoldgica de classe Ill, se enquadrando como
produto perigoso ao meio ambiente. (“I13 - Imidacloprido — Portugués (Brasil)”, [s.d.])

DispGe de uso permitido em diversos cultivos no Brasil, como abacaxi, alface, arroz,
banana, batata, brocolis, cenoura, feijdo, fumo, tomate, soja, milho, trigo entre outros, tendo
diversas modalidades de aplicagbes como em sementes, foliar (muda), solo e tronco
(ANVISA, 2022). O IMI tem relativamente baixo tempo de meia-vida no solo variando de 40
a 997 dias com alta atividade inseticida em uma taxa de aplicacdo muito baixa (HOPWOOD
et al. 2012). Apesar da sua elevada utilizacdo no territério nacional, o IMI apresentou em
diversos estudos alta toxicidade a organismos ndo-alvo como minhocas e abelhas (“Perfil
Ambiental - Imidacloprido - 02 10 2019.pdf”, [s.d.]). Devido a possivel relagdo com a
mortalidade elevada de abelhas e do Disturbio de Colapso de Col6nia, o IMI foi proibido em
paises da Europa como Italia, Alemanha e Franca (HENRY et al., 2012; BURIGO et al.,
2015).

N’H

Figura 1: Férmula estrutural do imidacloprido (IMI). Fonte: ANVISA, 2022

O IMI é agonista de receptores nicotinicos de acetilcolina pds-sindpticos (NAChRS)
(TOMIZAWA & YAMAMOTO, 1995; TOMIZAWA & CASIDA, 2003, 2005, 2011),
essa acao agonista ocasiona abertura dos canais de sodio induzida por IMI, ocasionando uma
hiperexcitacdo nas membranas neuronais, causando paralisias e posteriormente a morte dos
insetos (SIMON-DELSO et al., 2015). Os neonicotinoides possuem alta seletividade por
nAChRs de insetos comparado com de mamiferos e toxicidade relativamente baixa para
vertebrados, essa seletividade se explica pela diferenca de estrutura e propriedades das
subunidades de receptores nicotinicos de acetilcolina pos-sinapticos em especies-alvo
(NAUEN et al. 1999; LANSDELL E MILLAR 2000; MATSUDA et al., 2001; TOMIZAWA
E CASIDA, 2003, 2005). Além disso, a seletividade do IMI por receptores de insetos é ainda
maior do que outras classes de agrotoxicos como por exemplo metilcarbamatos,
organofosforados e organoclorados. Ha relatos de toxicidade relativamente baixa em
mamiferos, demonstrando uma significativa margem de seguranga (TOMIZAWA &
CASIDA, 2005; SHEETS, 2010), devido a sua baixa penetracdo pela barreira
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hematoencefalica de mamiferos (YAMAMOTO etal., 1995; SHEETS, 2010).

No entanto, estudos a longo prazo realizados com IMI demonstraram a existéncia de
toxicidade em animais, tais como peixes-zebra (CROSBY et al., 2015), lagartos (WANG et
al., 2018), frango de postura (KAMMON et al., 2010), pequenas aves como codornas
(OSMAN et al., 2023), camundongos (ARFAT et al., 2014) e ratos (KAPOOR et al., 2014;
LONARE et al., 2014; AHMED e NASR, 2015; MAHAJAN et al., 2018; TONIETTO et al.,
2021). Ha ainda relatos de intoxicacdo em seres humanos em razdo de exposi¢do ocupacional
(AGARWAL & SRINIVAS, 2007) e por tentativas de suicidio (SHADNIA &
MOGHADDAM, 2008; RH, 2017).

Durante o processo de metabolizacdo de xenobidticos pode haver geracdo de diversos
radicais livres, que atuam como mediadores oxidativos ou redutores de reacdes biologicas. A
instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocao dos mesmos (BARBOSA, 2010).

O sistema detoxificante € composto por enzimas enddgenas e compostos exdgenos,
divididos como enziméticos e ndo enzimaticos, compreendendo compostos como GST, GPx e
CAT. Sendo assim, o objetivo do presente estudo é avaliar o comportamento das defesas
detoxificantes enddgenas frente a este xenobiotico, a fim de elucidar a toxicidade para seres
ndo-alvo.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos (60 dias) provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animal de Laboratério da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CREAL — UFRGS). Os animais foram alojados no biotério do CREAL,
situado no Campus do Vale — UFRGS, em ambiente de temperatura controlada (22 + 2°C) e
umidade monitorada, com livre acesso a agua e alimento e com ciclo claro/escuro de 12h (7h
— 19h). Este projeto foi aprovado pelo CEUA/UFRGS em novembro de 2019 sob o nimero
37572. Os animais foram mantidos em caixa moradia de polipropileno com as dimensdes de
40cm x 33cm x 17,8 cm de altura, cobertas por tampas elevadas de arame de ferro carbono
perfilado, com tratamento de zincagem e eletropolimento. Cada gaiola alojou até 3 ratos, de
acordo com as especificacdes da Resolucdo Normativa (RN) N° 15 do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2. Tratamento

Para o tratamento foi utilizado o agrotéxico Much 600®, um inseticida no qual o
principio ativo é o IMI. As doses de IMI foram preparadas semanalmente e calculadas para
administragdo por 45 dias consecutivos. Os protocolos foram baseados no teste de toxicidade
oral apos doses repetidas da Organization for Economic Cooperation & Development
(OECD, 1995). A definicdo das doses foi baseada na NOEL (No Observed Effect Level) do
IMI que é 16,9 mg/kg (MAHAJAN et al, 2018). Os grupos experimentais foram constituidos
de 10 animais e divididos em: controle, que recebeu agua destilada, e trés grupos
experimentais que foram tratados respectivamentecom 1,5, 5 e 15 mg/kg de IMI por via oral
durante 45 dias.

2.3.Eutanasia

Os animais foram eutanasiados no 45° dia ap0s os tratamentos por meio de anestesia
com injecdo intraperitoneal da associacdo de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e
exsanguinacdo. O sangue total foi coletado através da puncdo da veia cava em tubos contendo
EDTA como anticoagulante.
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2.4. Dosagem de proteinas totais

As proteinas totais foram dosadas pelo método de Lowry, (1951). O método é
baseado nas ligacOes das proteinas com os fons cobre (Cu?*) formando uma cor azul.

2.5.Atividade enzimética da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada no sangue total de
acordo com o método descrito por Habig et al. (1974), a 340 nm durante 5 min a 37°C com
medicdes a cada 20 segundos. O resultado foi expresso em U/mg de proteina.

2.6.Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A atividade enzimatica da catalase (CAT) foi medida em sangue total de acordo com
Aebi (1984). Este metodo € baseado na decomposi¢do do peroxido de hidrogénio (H202) na
presenca de CAT a 240 nm durante 5 min com leituras a cada 20 segundos a 37°C. O
resultado foi expresso em U/mg de proteina.

2.7.Atividade enzimética da glutationa peroxidase (GPx)

Glutationa peroxidase (GPx) & o nome geral para uma familia de diversas isoenzimas
que catalisam a reducdo de H.O, ou hidroperoxidos organicos a agua ou alcoois
correspondentes usando glutationa reduzida (GSH) como um doador de elétrons (H20, +
2GSH — GS-SG + 2H,0) (Margis R et al., 2008). A atividade da GPx foi determinada em
sangue total de acordo com o método descrito por Paglia e Valentine (1967) a 360 nm por 6
min a 37°C com leituras a cada 20 segundos. O resultado foi expresso em umol de
NADPH/min/mg de proteina.

2.8. Analise estatistica

As varidveis foram expressas como média + erro padrdo da média e analisadas com
teste de analise de variancia de uma via (ANOVA), seguidos do pos-teste de Bonferroni.
Todas as analises foram realizadas prevendo um nivel de significancia minimo de 5%. As
analises foram realizadas no programa GraphPad versao 5.0 para Windows.
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3. Resultados
3.1.Glutationa S-transferase (GST)

Né&o foi verificada diferenca significatica na atividade da GST nos animais tratados
com IMI quando comparado ao grupo controle, como mostrado na figura 2.
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Figura 2: Atividade da GST apds 45 dias de tratamento subcrénico com imidacloprido
(IMI). Os valores sdo expressos em média + erro padrdo (10 animais/grupo). Dados
analisados por ANOVA (p>0.05).

3.2.Catalase (CAT)

Foi observado aumento significativo da atividade da CAT em sangue total no grupo
que recebeu 5 mg/kg de IMI quando comparado ao controle. As demais doses de tratamento
néo apresentaram diferenca significativa, como mostrado na figura 3.
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Figura 3: Atividade da CAT no sangue total avaliados ap0s tratamento subcronico de 45
dias com imidacloprido (IMI). As colunas representam média = erro padrdo (10
animais/grupo). * Dados analisados por ANOVA de uma via e pos teste de Bonferroni

considerando significancia p<0,05.

3.3.Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx avaliada em sangue total ndo apresentou diferenca significativa

quando comparada ao grupo controle, como demonstrado na figura 4.
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Figura 4: Atividade da GPx em sangue total avaliados ap6s tratamento subcronico de 45
dias com imidacloprido (IMI). Os valores sdo expressos em média + erro padrdo (10
animais/grupo). Dados analisados por ANOVA e pds teste de Bonferroni.
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4. Discussao

O presente estudo demonstra que houve um aumento significativo na atividade
detoxificante da enzima CAT em sangue total de ratos apos 45 dias de tratamento com
5mg/kg de IMI por via oral. Esta enzima é responsavel pela decomposicdo de H202 em
H20e 02, assim, 0 aumento da atividade enzimatica pode estar relacionado a um aumento na
producdo de radicais livres de oxigénio, estimulando atividades de enzimas antioxidantes
(TORRES et al., 2002). No entanto, no estudo de KATIC et al. (2021) a atividade da CAT
diminuiu no plasma de ratos ap6s 28 dias de exposicdo oral a 0,06 mg/kg de IMI, porém o
reagente utilizado foi de grau analitico, o que pode configurar diferenca no perfil de
toxicidade. A ndo alteracdo da CAT na dose de 15 mg/kg pode ser explicado devido ao
acumulo excessivo de radicais livres, que podem exceder a capacidade dos sistemas de defesa
antioxidantes (GARAWANI et al. 2021). Os danos induzidos pelo IMI podem se manifestar
na reducdo da producdo enddgena de enzimas detoxificantes.

O sistema antioxidante desempenha um papel crucial em repelir xenobidticos e outros
estimulos que induzem a producdo do anion superoxido, a forma parental intracelular das
EROs que é uma molécula altamente ativa e, portanto, causa varios danos celulares (Ge et al.,
2015). Estudos anteriores mostraram que em minhocas da espécie Eisenia fetida, foi
observado aumento da atividade da GST apo6s 7 dias de exposi¢do a doses de 0,10 e 0,50
mg/kg e inibicdo enzimatica na dose de 1,00 mg/kg (WANG et al., 2016). Os efeitos toxicos
do IMI também foram avaliados no figado de ratos apds 28 dias de tratamento com dose de
16mg/kg e foi encontrada uma reducdo da atividade de GST em comparagdo com 0 grupo
controle (MAHAJAN et al., 2018). No entanto, neste estudo ndo foi encontrado diferenca
significativa na atividade de GST que é uma enzima catalizadora da reacdo de conjugacdo de
um xenobiodtico com a GSH a fim de evitar danos celulares. Este resultado é corroborado por
um estudo prévio do nosso grupo (TONIETTO et al., 2022) em que o IMI ndo alterou os
niveis de tiois totais em eritrocitos, portanto, ndo houve aumento de conjugacdo com GSH.

Foi avaliada também a atividade da GPx, enzima que participa da detoxificacdo
catalisando a oxidacdo mediada por glutationa reduzida (GSH), em glutationa oxidada
(GSSG) (Slaninova et al., 2009). Diversos estudos demonstram diminuicdo na atividade de
GPx devido a xenobiéticos (KAPOOR et al. 2009; MANSOUR e MOSSA, 2009), porém
como TONIETTO et al. (2022) ndo demonstraram alteracbes nos niveis de tiois totais em
eritrocitos de ratos tratados com estas mesmas doses de IMI, a hipétese formada é de que este
seria 0 motivo pelo qual ndo houve alteracdo na atividade de GPx. Em doses mais altas o
excesso de EROs pode levar a danos celulares, e por conta disso prejudicar ndo s0 a
atividade, mas também a expressdo proteica destas enzimas enddgenas podendo inibir a a¢éo
ou simplesmente inaterar a  atividade destas  enzimas  detoxificantes.
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5. Conclusao

Os achados obtidos no presente estudo demonstram que em 45 dias tratamento via
oral com IMI, a unica enzima que apresentou diferenca significativa foi a CAT na dose de
5mg/kg, sendo um indicio do aumento da quantidade de perdxido de hidrogénio no sangue
do animal causada pela metabolizacdo do inseticida. Portanto, mais estudos sdo necessarios,
incluindo avaliacdo das atividades enzimaticas em o6rgaos, além do sangue, e da expressao
proteica para corroborar com a teoria de que ha aumento de especies reativas de oxigénio
devido a exposicdo ao IMI.
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