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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A interacdo entre praguicidas e organismos nao alvos permanece parcialmente
compreendida, assim como as discrepancias entre as acdes dos herbicidas isolados
e combinados. Consequentemente, a utilizacdo de novas abordagens metodolégicas
€ crucial para garantir maior seguranca e permitir avaliacdo de riscos associados a
esses produtos.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The interaction between pesticides and non-target organisms remains partially
understood, as well as the discrepancies between the actions of individual herbicides
and their combinations. Therefore, the use of novel methodological approaches is
crucial to ensure greater safety and enable risk assessment associated with these
products.
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RESUMO

Os praguicidas sdo compostos utilizados para prevenir, controlar ou reduzir a
presenca de pragas em culturas agricolas ou em animais e o objetivo de cada
composto é descrito na nomenclatura, podendo ser inseticidas (insetos), fungicidas
(fungos), herbicidas (ervas daninhas), bactericidas (bactérias), nematicidas
(nematoides) e outros. Estudos toxicoldgicos de efeitos de praguicidas em organismos
nao alvos sdo importantes, considerando que humanos e animais sédo susceptiveis ao
contato direto ou indireto com residuos apos utilizacdo. A ivermectina (IVM) € um
parasiticida utilizado para o controle de endo e ectoparasitas em animais pets e de
producdo. Sua alta eficiéncia e facil acesso faz com que este seja um dos produtos
mais utilizados na medicina veterinaria. No presente estudo foi avaliada a capacidade
da tetrahidrocurcumina (THC) e da vitamina C de amenizarem os danos citotéxicos
gerados pela IVM em células HepG2, considerando que sdo dois antioxidantes
conhecidos na literatura cientifica e que o estresse oxidativo parece estar relacionado
a inducéo da morte celular causada pela IVM, pois em uma etapa anterior observamos
citotoxicidade e aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) causados pela substancia. Foram determinadas as concentracdes de
glutationa reduzida e oxidada e estado oxidativo dos nucleotideos de piridina em
células expostas as concentracdes de 5; 7,5; 10 e 25 uM de IVM e a protecao de 50
UM de THC e vitamina C em relagdo a atividade metabdlica e producdo de ERON
pelas células. Um outro estudo foi realizado envolvendo dois herbicidas: ametrina
(AMT) e clomazona (CLZ), os quais sao amplamente utilizados para o controle de
ervas daninhas em diversas plantacdes e se destacam principalmente pelo uso em
canaviais. Ambos séo potenciais poluidores ecoldgicos devido a alta solubilidade em
agua e a lixiviacdo causada pela chuva ou irrigacdo tornam os ambientes aquaticos
0s mais afetados pela sua bioacumulagéo. Devido a importancia no entendimento de
cCoOmo 0S organismos aquaticos reagem a exposicdo a AMT e CLZ, isolados ou
combinados, foram realizados ensaios experimentais utilizando embrides e larvas de
zebrafish (Danio rerio) para elucidacao dos efeitos subletais apds a exposicéo por 96
ou 144 horas po6s fecundacdo. Foram determinados parametros relacionados ao
desenvolvimento embrionario, quantificacdo das enzimas acetilcolinesterase,
fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase para
entendimento dos danos gerados ap0s a exposicdo a diferentes concentragbes de
AMT (0,1;3,7;6;20 e 60 pg/L), CLZ (0,1; 6; 20; 36 €167 ug/L) e da mistura das duas
substancias (0,1+0,1; 6+36 e 3,7+167 pg/L). Assim, no presente trabalho sé&o
apresentadas informacdes relevantes sobre os mecanismos de toxicidade dos
praguicidas IVM, AMT e CLZ, utilizando modelos in vivo e in vitro e, ainda,
identificadas substancias que podem amenizar os danos gerados pela IVM, servindo
como possivel tratamento em casos de intoxicacao.

Palavras-chave: Toxicologia. Zebrafish. Células hepaticas. Antiparasitarios.
Herbicidas.



ABSTRACT

Pesticides are compounds used to prevent, control, or reduce the presence of pests in
agricultural crops or animals, and the objective of each compound is described in its
nomenclature, which can include insecticides (insects), fungicides (fungi), herbicides
(weeds), bactericides (bacteria), nematicides (hematodes), and others. Toxicological
studies on the effects of pesticides on non-target organisms are important, considering
that humans and animals are susceptible to direct or indirect contact with residues after
use. Ilvermectin (IVM) is a parasiticide used to control endo- and ectoparasites in pets
and production animals. Its high efficiency and easy accessibility make it one of the
most widely used products in veterinary medicine. The present study evaluated the
ability of tetrahydrocurcumin (THC) and vitamin C to mitigate cytotoxic damage caused
by IVM in HepG2 cells, considering that they are two antioxidants known in the
scientific literature and that oxidative stress appears to be related to the induction of
cell death caused by IVM, as cytotoxicity and increased production of reactive oxygen
and nitrogen species (RONS) caused by the substance were observed in a previous
stage. The concentrations of reduced and oxidized glutathione and the oxidative state
of pyridine nucleotides in cells exposed to concentrations of 5, 7.5, 10, and 25 uM of
IVM were determined, as well as the protection of 50 uM of THC and vitamin C
regarding the metabolic activity and production of RONS by the cells. Another study
was conducted involving two herbicides: ametryn (AMT) and clomazone (CLZ), which
are widely used to control weeds in various crops, especially in sugarcane fields. Both
are potential ecological pollutants due to their high solubility in water, and leaching
caused by rain or irrigation makes aquatic environments the most affected by their
bioaccumulation. Due to the importance of understanding how aquatic organisms react
to exposure to AMT and CLZ, alone or in combination, experimental assays were
performed using zebrafish (Danio rerio) embryos and larvae to elucidate sublethal
effects after exposure for 96 or 144 hours post-fertilization. Parameters related to
embryonic development, quantification of the enzymes acetylcholinesterase, alkaline
phosphatase, aspartate aminotransferase, and alanine aminotransferase were
determined to understand the damage generated after exposure to different
concentrations of AMT (0.1; 3.7; 6; 20; and 60 pg/L), CLZ (0.1; 6; 20; 36; and 167
pg/L), and the mixture of the two substances (0.1+0.1; 6+36 and 3.7+167 pg/L). Thus,
this study provides relevant information on the toxicity mechanisms of the pesticides
IVM, AMT, and CLZ, using in vivo and in vitro models, and also identifies substances
that may mitigate the damage caused by IVM, serving as a possible treatment in cases
of intoxication.

Keywords: Toxicology. Zebrafish. Liver cells. Antiparasitic agents. Herbicides.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Imagem microscopica das células HepG2............ooovvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 35
Figura 2 - Esquema do sistema antioxidante enzimatico.............cccceeeeriiiiiiere e 37
Figura 3 - ZebrafiSh..........cooo oo 41
Figura 4 - Esquema representativo do cultivo celular..............cccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiienne. 59
Figura 5 - Esquema representativo da determinacdo de GSHe GSSG...................... 60

Figura 6 - Esquema representativo da determinagéo do estado redox de NAD(P)H..61
Figura 7 - Esquema representativo da avaliacdo do efeito da THC e da vitamina C

sobre a atividade metabdlica das células HEPG2........ccuuviiiiiiiiiiiiiiie e 62
Figura 8 - Esquema representativo da avaliacdo do efeito da THC e da vitamina C
sobre a producdo de ERON nas células HEPG2........ccovvvviiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 63
Figura 9 - Razao entre as concentracdes de GSH e GSSG (GSH/GSSG) nas células
HepG2 apos exposicao a diferentes concentracdes de ivermectina..............ccc.evvveee. 64
Figura 10 - Estado oxidativo de NAD(P)H nas células HepG2 apds exposicado a
diferentes concentragfes de IVEermMeCtiNag...............couvuiiiviiiiiiii i 65
Figura 11 - Efeito protetor da THC e vitamina C na atividade metabdlica das células
HepG2 apds exposicao a diferentes concentracdes de ivermectina..............oeeeeeeen.. 66
Figura 12 - Efeito protetor da THC e vitamina C no acumulo de ERON das células
HepG2 apos exposicao a diferentes concentracdes de ivermectina.............eeeeeeeen... 67
Figura 13 - Esquema representativo da manutengéo dos peixes adultos................. 79
Figura 14 - Esquema representativo do FET teSt.......ccccoeviiiiiiiiiiiiiiieeee e 80
Figura 15 - Esquema representativo da determinagéo da atividade da AChE.......... 81
Figura 16 - Esquema representativo dos biomarcadores hepaticos................cccvvveeee. 82
Figura 17 - Desenvolvimento de embrides de zebrafish apds exposicéo a diferentes
concentracdes de ametrina, clomazona OU MISTUMA.........c.ceeveveiiiiieeeiieiiiiieae e 83

Figura 18 - Analise comparativa do desenvolvimento de embrides de zebrafish apos
exposicéo a diferentes concentragdes de ametrina ou clomazona e da mistura dos
(0 (o] ES3N g 1= o] [ox o = -3 PPPPRPUPPPRRP 84
Figura 19 - Inflacdo da bexiga natatéria de embrides de zebrafish apds exposicao a
diferentes concentracfes de ametrina (0,1 a 60 pg/L), clomazona (0,1 a 167 pg/L) ou
da mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 PG/L).....ccooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 85
Figura 20 - Andlise comparativa da inflagdo da bexiga natatdria de embrides de
zebrafish apds exposicéo a diferentes concentragdes de ametrina ou clomazona e da

Mistura dos dOiS NErbICIAAS. ........uuuuiiiiiiiiiii e 86
Figura 21 - Microfografia com inflagdo da bexiga natatéria no controle...................... 87
Figura 22 - Microfotografia com auséncia da bexiga natatoria inflada nas larvas
EXPOSIAS 8 AMETING. ...ciiiiieiee et e e e e et r e e e e e e e e e e e e e e e e aaaannes 88
Figura 23 - Microfotografia com auséncia da bexiga natatéria inflada nas larvas
expostas a clomazona 36 € 167 PG/L.......uuuuuiiiiiiiiiiiiaiiie e 89

Figura 24 - Formacdo de edema de pericardio em embrides de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 HQ/L)....cccccvveeeeerernnnnnnnnn. 90
Figura 25 - Analise comparativa da formacéo de edema de pericardio em embrides
de zebrafish ap6s exposicéo a diferentes concentragdes de ametrina ou clomazona e
da mistura dos doiS NerbiCidas...........ccoieeeiiiiii e 91
Figura 26 - Formacédo de edema de saco vitelinico em embrides de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentragdes de ametrina (0,1 a 60 pg/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 HUQ/L)....cccvvveeeeveviriiinennnn. 92



Figura 27 - Analise comparativa da formacdo de edema de saco vitelinico em
embrides de zebrafish ap6s exposicdo a diferentes concentracbes de ametrina ou
clomazona e da mistura dos dois herbiCidas.........ccccceeveiiiiiiiiiiiii e, 93
Figura 28 - Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de zebrafish apo6s
exposicao a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 Ug/L).....cccevvvvreeererrrinnnns 94
Figura 29 - Andlise comparativa da atividade da acetilcolinesterase em larvas de
zebrafish apds exposicéo a diferentes concentragdes de ametrina ou clomazona e da
Mistura dos dOiS NErbICIAAS. ........uuuiiiiiiiiiiiie e 95
Figura 30 - Atividade da aspartato aminotransferase (AST) em larvas de zebrafish
apos exposicao a diferentes concentracfes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona
(0,1 a 167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L)...........uuu.... 96
Figura 31 - Analise comparativa da atividade da alanina aminotransferase (AST) em
larvas de zebrafish apos exposicdo a diferentes concentracfes de ametrina ou
clomazona e da mistura dos dois herbiCidas.........cccccceeveriiiiiiiiiiiii e, 97
Figura 32 - Atividade da alanina aminotransferase (ALT) em larvas de zebrafish ap6s
exposicao a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 Ug/L).....ccevvveeerrrrrrnnnnnnnnn. 98
Figura 33 - Andlise comparativa da atividade da alanina aminotransferase (ALT) em
larvas de zebrafish apos exposicdo a diferentes concentracfes de ametrina ou
clomazona e da mistura dos dois herbiCidas..........cccccveeiiiiiiiiiiiiii e, 99
Figura 34 - Atividade da fosfatase alcalina (ALP) em larvas de zebrafish ap6s
exposicao a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 UQ/L).....coeeevvrerrnrnnnannnn. 100
Figura 35 - Analise comparativa da atividade da fosfatase alcalina (ALP em larvas de
zebrafish apés exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e da
[ gVEST (0T = W (o Sqe (o] 31 41T ] [ o F= 1= 101



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Propriedades da curcumina e tetrahidrocurcumina..................eevveecinnennnnn.
Tabela 2 - Revisao de literatura sobre a quantificacdo de ametrina e clomazona.......



SUMARIO

Capitulo 1: Consideragdes geraiS.......ccccveeeei i 18
LN 2101010 T07.X @ ST 19
IR O 12 N 1 i I LV USSR 22
1.2.1 ODJEtiVO GEIAL.....ccci i —————————— 22
1.2.2 ObjetivVOS ESPECITICOS . iiii i e e e e e es e aereesrerrrrerererees 22
1.3 REVISAO DE LITERATURA ......oiieoeettee ettt ettt eeste st enatesae s aeeane e 23
G T B o = 1o [ U od [ = L PP PPPPPPON 23
IR IO 0 I AV = g 4 T=Tox U1 - PP PP 24
O 2 LN 1= 1 - 27
3 I N @4 1o Y 1 1 = V.o ] o - VR 29
R 7 I D (o0 Lo Yo | I VR 30
1.3.3 Toxicidade em organismos NA0 @lVOS......ccocceiiiiiiiie i 31
1.3.4 Generalidades SODre 0 figado.......coouiiiiiiiiii e 33
1.3.5USO de CEIUIAS HEPG2...... ittt 34
1.3.6 Estresse oXidativo € €Stad0 FEUOX ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiie et ee et 36
1.3.7 TetranidrOCUICUMIMNA. .. .. uueuuueeerieuitireeereeeeeeeeeeeeeeeaeeeereeeererererererereeeteeaeteeteeareteeeeeaeaeeeeees 38
1.3 B VIAMINA oo ————— 39
1.3.9 Uso do zebrafish em estudos toXiCcolOQiCOS.......cccccvviiiiiiii . 40
1.4 REFERECIAS BIBLIOGRAFICAS.......oviieieeeeeeeeee e sttt e anenens 42
Capitulo 2: Avaliacao do possivel efeito protetor da tetrahidrocurcumina e da vitamina
C nos danos oxidativos induzidos pelaivermectina em células HepG2........................ 56
7 B 1N L =T 510 07.Y @ 1SR 57
2.2 MATERIAL E METODOS......coiiieeteeie ettt ettt ee st aaannsteeteneane e 58
A R S (ST Lo 1T o L= S PRSPPI 58
2.2.2 Culturadas Células HEPG2.......cooo i 58
2.2.3 Parametros associados a0 eStresse OXidatiVO........ccouviiiiriieiieeniniiiieee e 59
2.2.3.1 Determinacéo das concentragfes de GSH e GSSG.........ccccvvveeeiiiiniiiiiieeece s 59
2.2.3.2 Avaliacéo do estado redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H).................. 60
2.2.4 Potencial atividade protetora da tetrahidrocurcumina e da vitamina C contra os
L3I Lo TS = T AV 1Y 61
2.2.4.1 Efeito sobre a atividade metabOliCa..........coeeviiiiiiiiiiiie e 61
2.2.4.2 Efeito sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(10 1 ) TSP SUOPPRSPPR 62
2.2.5 ANAIISE ESTALISTICA ..vvviiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e et aeaeaaaeeaaaan 63
2.3 RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e s et e e e e e e e aa s bb e eaee e e e e e sntseeeeeeeeeeeeaaans 63
2.3.1Concentragdes de GSH € GSSG.....ccii ittt ee e e e 63
2.3.2 Estado redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H).........cooeiiiiiiiiiiiiiie e 64
2.3.3 Atividade metaboilica das CEIUIAS..........uueiiiiiieiii e 65
2.3.4 Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERON)...........ccccceerennnne 66
2.4 DISCUSSAOD.......oiciiiiieteteteee ettt ettt ettt ettt ettt 67
2.5 CONCLUSAD. ... ..ottt ettt ettt ettt ettt s st s s s 70
2.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt an e 70
Capitulo 3: Toxicidade da ametrina e da clomazona, isoladas ou combinadas, em
ZE AT SN e e e e e e aeaaraaa 74
I VL 10 ] 10 07X @ RO 76
3.2 MATERIAL E METODOS.... ..o iteieeeeeeteeeete et ee et e eae st ee et teseensste et eseseste st ensseeeee s 78
T R (ST T =] 0 L (T T PP P PP U P PP PP PP PP UPP PP PP 78
3.2.2 ManUteNGEa0 A0S PEIXES....coiiiiiiiiiieee e 79
3.2.3 Teste de toxicidade aguda nos estagios embrio-larvais de zebrafish................... 80
3.2.4 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE).......cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 80
3.2.5Biomarcadores de hepatotoXiCIdade.........cccoeiiiiiiiiiiiiiiie e 81
3.2.6 ANALISE ESTAISTICA. ...uuviiiiieee ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e annn 82

BB RESULTADO. ... 82



3.3.1 Teste de toxicidade aguda..........ccceeeeiiiii i, 82

3.3.1.1 DESENVOIVIMENTO .. .uuuuuuiiiiiiiiiiiiiieiiieeteiieeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeaeseeeseeeseseeaeeeeeeeeeeeeeaneeeneeeeeeeees 82
3.3. 1.2 BeXiga INTIad@. ... 84
3.3.L.3Edemade PeriCArdio.....ccvvviiiiiiiiiie e, 90
3.3.1.4 Edema de SACO VItEIINICO......uuiiiiie et e e e e e ee e e e e e ennes 92
3.3.2 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE)........ccccooiiiiiieiiiiiiiiiiieeeee e 94
3.3.3Biomarcadores de hepatotoxicidade..........ccccccoeeeiiii . 96
3.3.3.1 Aspartato aminotransferase (AST) ..., 96
3.3.3.2 Alanina aminotranSferase (ALT) .. ..o 98
3.3.3.3 Fosfatase alcalina (ALP)....coovviiiiiiei 100
B4 DISCUSSAD. ...ttt ettt es ettt b ettt ettt 102
3.5 CONCLUSAOD. ..ottt ettt ettt et et et e et e teeeatesteeae e etesteseeaenee e 106

3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......oi ittt 106



Capitulo 1: Consideracbes gerais




19

1.1 INTRODUCAO

O Brasil possui condi¢des favoraveis para o agronegécio, sendo que o clima e
abundéancia de terras faz com que anualmente os investimentos em pesquisa e
tecnologia agropecuéaria aumentem significativamente. Apesar da boa perspectiva de
renda nacional para manter a alta produtividade se torna necessaria a utilizacéo de
compostos quimicos fazendo que em 2021 o Brasil tenha sido o maior importador de
praguicidas do mundo (Delabona; Gongalves, 2022).

De acordo com a FAO (Food and Agricultural Organization) praguicida é
qualquer substancia, pura ou misturada, utilizada para controlar, prevenir ou destruir
pragas (Xia et al., 2022). Os praguicidas variam de acordo com suas propriedades
quimicas e fisicas e possuem especificacdes em relacdo a qual praga se destina,
como inseticidas, fungicidas, herbicidas, parasiticidas, raticidas entre outros.

Na medicina veterinaria a ivermectina € usada em gatos, caes, peixes, cavalos,
bovinos, ovinos e caprinos para o controle de diversos nematoides, acaros, piolhos e
moscas que causam doencas como dirofilariose, sarna, infestacao intestinal, miiase,
infestacdes pulmonares, oncocercose, infestagdes oculares, miiase gastrica e a sua
alta eficiéncia faz com que apds décadas ela ainda seja amplamente utilizada como
parasiticida (antiparasitario) (Sulik et al., 2023).

O uso indiscriminado da ivermectina para o controle principalmente de
helmintos gastrointestinais pode trazer riscos para a saude do animal hospedeiro.
Conforme descrito por Favare et al. (2023), o controle de helmintos em equinos no
Brasil inclui tratamento de todos os animais do rebanho com alterndncia de
medicamentos em intervalos regulares sem a necessidade de diagndstico prévio.
Esse protocolo faz com que animais saudaveis sejam expostos a ivermectina sem
apresentarem evidéncia de infestacdo por parasitas.

Em condi¢cdes normais, mesmo apds exposicdo a xenobioticos o organismo
equilibra a producdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) por meio de sistemas de defesa antioxidante, mantendo as ERON em niveis
seguros. A producédo controlada de ERO desempenha funcdes essenciais, como
crescimento celular e sintese de ATP por exemplo, no entanto, sob estresse, ocorre
um desequilibrio entre a produgdo e a eliminacdo de ERON, levando a danos
oxidativos que podem induzir morte celular (Mansoor et al., 2024).

A tetrahidrocurcumina (THC) € o principal metabdlito ativo da curcumina e

devido a eficiente regulacéo do estresse oxidativo e funcdo mitocondrial tem atraido a
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atencdo de pesquisadores nos ultimos anos demonstrando ser um antioxidante
altamente eficiente contra distarbios gerados pela acdo de compostos quimicos,
possuindo acdo antioxidante superior a curcumina e apresenta potencial aplicagdo em
aditivos alimentares funcionais e farmacologia devido a sua boa solubilidade,
estabilidade fisioldgica e funcéo protetora contra o estresse oxidativo (Miranda et al.,
2023; Zhang et al., 2023; Zhu et al., 2023). Outro antioxidante amplamente conhecido
€ a vitamina C, que desempenha diversos papéis essenciais para o organismo devido
a sua capacidade de doar elétrons e se tornar um agente redutor fisiologicamente
essencial (Jakubek et al., 2023). O fato de apresentar 6tima solubilidade em agua
permite a atuacdo em todas as partes do organismo neutralizando os radicais livres
gue sao produzidos durante o estresse oxidativo (Feng et al., 2023). Baseado nas
propriedades antioxidantes da THC e da vitamina C, no presente estudo foi avaliado
o potencial terapéutico da THC e vitamina C sobre o estresse oxidativo induzido nas
células HepG2 expostas a diferentes concentracdes de ivermectina, como forma de
entender e auxiliar na prevencao e/ou no tratamento de intoxicagcbes em animais e
humanos.

O uso frequente de diferentes praguicidas na agricultura convencional gera um
acumulo de residuos no solo e afluentes, potencializando os efeitos toxicos de
algumas misturas (Panico et al., 2022). Ametrina é um herbicida seletivo sistémico
com classificacdo Il sendo considerada altamente téxica e utilizada no combate de
plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas), que esta associada,
principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, cana-de-acucar, citros e milho.
A ametrina esté na lista divulgada em 2018 pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como um dos 20 praguicidas mais
utilizados no Brasil entre 2012 e 2017, sendo capaz de bioacumular, podendo ser
altamente téxica para o meio ambiente causando efeitos crénicos aos organismos nao
alvos (Gomes Juanior et al., 2021).

O herbicida clomazona, representante da classe isoxazolidinona foi
desenvolvido no inicio de 1980 para o controle de gramineas anuais e ervas daninhas
de folha larga em uma ampla variedade de culturas e localizagbes (Gunasekara et al.,
2009). E considerado um pré-herbicida, uma vez que precisa ser ativado durante sua
metabolizacdo na planta em que foi aplicado, a qual transforma a molécula para a
forma 5-ceto-clomazona, que € o metabdlito com atividade herbicida (Tenbrook;

Tjeerdema, 2006). Stevanovic et al. (2017) e Severo et al. (2020) descreveram
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alteracdes nos movimentos espontaneos, frequéncia cardiaca, eclosdo, comprimento
e incidéncia de deformidades indicando a alta capacidade da clomazona para induzir
efeitos de subletalidade, além da taxa de mortalidade proxima de 10% em peixes
expostos ao herbicida.

Diariamente, todos 0s organismos entram em contato com diferentes
concentracfes de produtos quimicos por meio de alimentos, ar e agua tornando cada
vez mais preocupante os efeitos dessas combinagfes. Apesar dos avangos em
relacdo a essa temética, ainda existe uma quantidade limitada de informacdes devido
a possibilidade de um namero quase infinito de combinac¢des, tornando um desafio
entender como elas interagem e quais consequéncias essas associacdes geram
(Bopp et al., 2019).

Martin et al. (2021) realizaram uma reviséo sistémica sobre misturas relevantes
para parametros de toxicidade com o objetivo de preencher a falta de informacdes
mais profundas sobre a frequéncia que antagonismos ou sinergismos acontecem no
meio ambiente considerando que essas interagdes sdo cada vez mais questionadas
pela comunidade cientifica ja que a normalmente sdo avaliados parametros
individuais. Os autores utilizaram 1220 artigos e chegaram a conclusdo de que
existem algumas interacbes toxicoldgicas importantes que sédo negligenciadas
dificultando o entendimento dos seus reais danos causados nos organismos.

Os dados de toxicidade aquatica séo relevantes para avaliacdo dos riscos
ambientais e ecoldgicos de residuos de produtos quimicos e por isso a utilizacdo de
biomarcadores ou espécies biomarcadoras fornecem informacdes relevantes sobre
os poluentes. Nesse quesito 0 zebrafish se destaca por possibilitar a avaliacdo de
efeitos biolégicos e moleculares induzidos pela presenca de substancias
(Falfushynska et al., 2022).

O zebrafish (Danio rerio) € um excelente modelo para pesquisam, entre as
vantagens da utilizagdo deste peixe, temos seu desenvolvimento rapido, bem
caracterizado e muito semelhante ao de outros vertebrados (incluindo os humanos e
mamiferos); desenvolvimento embrionario externo ao utero materno e transparente
protegido por um cdrion, o que permite a identificacdo e monitoramento das mudancgas
morfoldgicas por estereomicroscopia (Legradi et al., 2015).

Portanto, no presente trabalho, também foram avaliados os efeitos toxicos da
ametrina e da clomazona no zebrafish, bem como o sinergismo ou antagonismo

exercido pela mistura dos dois herbicidas.
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