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APRESENTACAO
Esta dissertacdo esta estruturada na forma de encarte de publicacdo a ser
submetida e dividida em secdes da seguinte maneira: Introdugéo, Objetivos, Artigo
cientifico submetido presente no Capitulo I, Artigo cientifico a ser submetido presente

no Capitulo I, Discussao, Concluséo, Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introducdo apresenta o embasamento te6rico que nos levou ao
desenvolvimento desta proposta de trabalho. Os Materiais e Métodos, Resultados e
as Referéncias especificas encontram-se nos corpos dos manuscritos, denominados

Capitulo I e 1.
A secdo Discussao contém uma interpretacao geral dos resultados obtidos.

A secao Conclusdes aborda as conclusdes gerais dos principais resultados da
dissertacéao.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista a bibliografia utilizada nas secdes

Introducéo e Discusséo da dissertacgao.

A secédo “Anexos” contém o comprovante de submisséo do artigo.






RESUMO
Agrotéxicos sdo amplamente utilizados em atividades agropecuarias e em ambientes
urbanos, levando ao aumento da exposicdo humana. Como o sistema nervoso € o
alvo da maioria dos inseticidas, investigamos os efeitos da exposi¢do a agrotoxicos
nas habilidades de memdria e aprendizagem. Foram revisados os artigos publicados
na base de dados PubMed entre 2015 e 2021. N= 105 artigos foram incluidos (N= 91
estudos pré-clinicos e N= 14 estudos humanos). De forma geral, foram encontradas
evidéncias de que a exposicdo a agrotoxicos pode estar associada ao
comprometimento cognitivo. O imidacloprido e o tiametoxam s&o inseticidas
neonicotindéides de primeira e segunda geracdo empregados em todo o mundo para
protecdo de cultivos. O modo de acdo dos neonicotindides ocorre através do
agonismo dos receptores nicotinicos de acetilcolina pos-sinapticos (nAChRs). A
exposicao humana é elevada devido ao uso generalizado dos neonicotindides e seu
acumulo sistémico nos alimentos. Portanto, o Gltimo objetivo deste trabalho foi estudar
a neurotoxicidade in vitro de formulagdes comerciais de imidacloprido (Much 600 FS®
e Evidence 700 WG®) e tiametoxam (Actara 250 WG®) utilizando células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y diferenciadas. A citotoxicidade foi avaliada apds 96
h de incubacédo através dos ensaios de reducdo do MTT e incorporacdo do VN. A
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), o potencial de
membrana mitocondrial, a expressdo da proteina pré-apoptética Bax e o modo de
morte celular também foram avaliados. Em relacdo a citotoxicidade, os valores de
EC50 encontrados foram 266,4, 653,2, 4175 mg/L para Much®, Actara® e Evidence®,
respectivamente. Todos os inseticidas elevaram a producédo de ERO e ERN, enquanto
nenhuma alteracdo no potencial de membrana mitocondrial ou na expresséao de Bax
foi observada apds 96 h de incubacgéo. A investigacdo do modo de morte celular
revelou um aumento de células apoptoticas precoces. Entre os produtos testados,
Much® foi o mais citotoxico. No geral, 0s neonicotindides mostraram-se
potencialmente neurotoxicos, apoiando as preocupacdes sobre 0s riscos associados

a exposicao humana a esses inseticidas

Palavras-chave: Agrotoxicos; Neurotoxicidade; Citotoxicidade; Imidacloprido;

Tiametoxam.






ABSTRACT

Pesticides are widely used in agricultural activities and in urban environments, leading
to increased human exposure. As the nervous system is the target of most insecticides,
we investigated the effects of exposure to pesticides on memory and learning abilities.
Articles published in the PubMed database between 2015 and 2021 were reviewed.
N= 105 articles were included (N= 91 preclinical and N= 14 human studies). In general,
evidence was found that exposure to pesticides may be associated with cognitive
impairment. Imidacloprid and thiamethoxam are first- and second-generation
neonicotinoid insecticides employed worldwide for crop protection. Neonicotinoids
mode of action occurs through the agonism of postsynaptic nicotinic acetylcholine
receptors (nNAChRs). Human exposure is high due to the widespread use of
neonicotinoids and their systemic accumulation in foods. Therefore, the last objective
of this work was to study the in vitro neurotoxicity of commercial formulations of
imidacloprid (Much 600 FS® and Evidence 700 WG®), and thiamethoxam (Actara 250
WG®) using the differentiated human neuroblastoma SH-SY5Y cell line. Cytotoxicity
was evaluated after 96 h incubation through the MTT reduction and NR uptake assays.
Production of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species, mitochondrial
membrane potential, the expression of the pro-apoptotic Bax protein and cell death
mode were also evaluated. Regarding cytotoxicity, the EC50 values found were 266.4,
653.2, 4175 mg/L for Much®, Actara® and Evidence®, respectively. All insecticides
increased ROS and RNS generation, while no change in mitochondrial membrane
potential or Bax expression was observed after 96 h of incubation period. The
investigation of the cell death mode revealed an increase in early apoptotic cells.
Among the products tested, Much® was the most cytotoxic. Overall, neonicotinoids
were shown to be potentially neurotoxic, supporting concerns about the risks
associated with human exposure to these insecticides

Keyword: Pesticides; Neurotoxicity; Cytotoxicity; Imidacloprid; Thiamethoxam.
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INTRODUCAO



Agrotoxicos sdo amplamente utilizados na agricultura para prevenir ou reduzir
as perdas por pragas, melhorando assim o rendimento e a qualidade do produto
(DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011). Entretanto, o uso de grandes
quantidades desses produtos quimicos elevou as preocupac¢des com a saude humana
e com o0 meio ambiente (RAKSANAM et al., 2012). Os agrotéxicos sao desenvolvidos
com o objetivo de atuar seletivamente nos organismos alvos, porém, quando sao
pouco seletivos, tornam-se téxicos para espécies nao alvo, incluindo humanos
(STARKS et al., 2012).

Existem varias classes de agrotoxicos com diferentes mecanismos de acéo,
estando entre os mais representativos: (a) os organofosforados, que atuam inibindo a
enzima acetilcolinesterase (AChE), levando ao acumulo de acetilcolina (ACh) nas
sinapses; (b) os piretréides, que modificam a cinética de ativagédo e inativacdo dos
canais de sodio sensiveis a voltagem, levando a hiperexcitabilidade; e (c) os
neonicotindides, que sao agonistas do receptor nicotinico de acetilcolina (NAChR)
(ALOIZOU et al., 2020). Ha uma preocupacao crescente com o uso generalizado de
agrotoxicos e seus potenciais impactos na saude publica, principalmente em relacéo
a exposicao prolongada a substancias neurotoxicas em concentracdes inferiores as
capazes de causar efeitos agudos. A exposicao cronica ambiental e ocupacional a
agrotoxicos tem sido associada ao comprometimento cognitivo (FRIEDMAN et al.,
2020; RAMIREZ-SANTANA et al., 2020a, 2020b). Uma vez que o sistema nervoso e
algumas funcdes especificas do sistema nervoso podem ser alvo desses agrotoxicos
(COLOSIO; TIRAMANI; MARONI, 2003), tivemos entre outros objetivos neste
trabalho, realizar uma revisao da literatura sobre os efeitos da exposi¢do a agrotdxicos

sobre as fun¢des cognitivas de aprendizagem e memodria.

Os neonicotindides constituem uma classe relativamente nova de inseticidas,
estdo entre os mais utilizados no mercado global e sdo eficazes para uma variedade
de usos agricolas e urbanos (JESCHKE et al.,, 2011). Esses agentes quimicos
ganharam preferéncia sobre as demais classes, como organofosforados e
carbamatos, devido a sua baixa toxicidade para organismos néo-alvo, alta toxicidade
para insetos, uso flexivel e atividade sistémica (GOULSON, 2013). O mecanismo de
acdo dos inseticidas neonicotindides é baseado no agonismo de receptores
nicotinicos de acetilcolina pés-sinapticos (nAChRs). Uma vez absorvidos por insetos,

eles ligam-se irreversivelmente aos nAChRs; ndo podendo ser degradados pela
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acetilcolinesterase (AChE), levam a estimulacdo nervosa, paralisia e morte. Em
insetos, os NAChRs sao frequentemente encontrados e possuem alta afinidade por
neonicotindides. No entanto, eles sdo amplamente expressos em vertebrados e
invertebrados. Em humanos e outros mamiferos, os nAChRs sdo encontrados nos

sistemas nervosos periférico e central (KLINGELHOFER et al., 2022).

A estrutura do alcaloide (S)-nicotina, presente no extrato aquoso do tabaco que
antigamente era utilizado como inseticida natural, serviu como base principal para o
desenvolvimento dos neonicotindides. Atualmente, sete compostos neonicotindides
estdo disponiveis no mercado: imidacloprido, tiacloprido, tiametoxam, nitenpiram,
acetamiprido, clotianidina e dinotefurano (JESCHKE et al., 2011). O imidacloprido e o
tiametoxam sdo neonicotindides de primeira e segunda geracao, respectivamente.
Imidacloprido foi o primeiro neonicotindide a ser comercializado em 1991, pela Bayer
CropScience. O tiametoxam, por sua vez, foi introduzido no mercado no ano de 1998
pela Syngenta (THOMPSON et al., 2020).

Neonicotindides sdo amplamente utilizados na agricultura e ambientes
urbanos, na protecao de culturas, gado e animais de estimac¢éo. Dentre os inseticidas,
sdo atualmente a classe mais relevante e eficaz, possuindo registro para utilizacao
em cerca de 140 cultivos em mais de 120 paises (JESCHKE et al., 2011). No ano de
2020, o imidacloprido foi o nono ingrediente ativo (i.a.) mais comercializado no Brasil,
registrando o total de vendas de 9.401,65 toneladas (IBAMA, 2021). O tiametoxam é
o segundo neonicotindide mais utilizado no pais. No mesmo ano, um total de 3.411,09
toneladas do i.a. foram comercializadas (IBAMA, 2021).

O uso generalizado destes inseticidas eleva a exposi¢cdo humana. Além disso,
seu acumulo sistémico nos alimentos torna-se uma importante via de exposi¢cdo. O
perfil de seguranca dos inseticidas neonicotindides deve-se a sua especificidade para
o subtipo de receptor nicotinico de acetilcolina presente nos insetos, somado a sua
fraca penetracdo na barreira hematoencefélica (SHEETS et al., 2016). No entanto, ja
foi demonstrado a capacidade desses inseticidas em se depositar e causar alteracdes
no cérebro de mamiferos (KATIC et al., 2021). Devido ao seu modo de acao sistémico,
sua onipresenca e alta persisténcia, 0os neonicotindides representam um risco para o
meio ambiente, para a vida selvagem e a salide humana (KLINGELHOFER et al.,
2022). Neste sentido, buscando contribuir para o avango da compreensao do potencial
neurotdxico dos inseticidas neonicotindides para humanos, também tivemos como
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objetivo neste trabalho avaliar a neurotoxicidade de formulacfes de inseticidas

neonicotindides em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y diferenciadas.
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OBJETIVOS






Objetivo Geral
Avaliar o0s mecanismos relacionados a neurotoxicidade dos inseticidas
neonicotindides Much 600 FS®, Evidence 700 WG® e Actara 250 WG®, através de

modelo in vitro.

Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos inseticidas Much®, Evidence® e Actara® nas
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, diferenciadas para fendtipo
dopaminérgico.

e Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, induzida
pelos inseticidas Much®, Evidence® e Actara® nas células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, diferenciadas para feno6tipo dopaminérgico.

e Avaliar o dano mitocondrial dos inseticidas Much®, Evidence® e Actara® nas
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, diferenciadas para fendtipo
dopaminérgico.

e Investigar o modo de morte celular, como apoptose e/ou necrose, induzido
pelos inseticidas Much®, Evidence® e Actara® em células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, diferenciadas para fenotipo dopaminérgico.

e Investigar a alteracdo na expressao da proteina pré-apoptética Bax, induzida
pelos inseticidas Much®, Evidence® e Actara 250® em células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, diferenciadas para fen6tipo dopaminérgico.

¢ Realizar uma revisdo de literatura narrativa acerca dos efeitos da exposicéo a

agrotoxicos sobre as habilidades de aprendizagem e memoria.






CAPITULO I: ARTIGO
The impact of pesticide exposure on memory and learning: a review

Submetido para publicacdo na revista Journal of Applied Toxicology



As seguintes paginas (30-90) foram excluidas desta versdo parcial pois
correspondem ao manuscrito submetido a revista Journal of Applied Toxicology. Trata-
se de uma revisdo narrativa acerca dos efeitos da exposi¢do a agrotoxicos sobre as
habilidades cognitivas de memoéria e aprendizagem.
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CAPITULO II: ARTIGO
Neurotoxicity evaluation of neonicotinoid insecticide formulations
in differentiated human neuroblastoma SH-SY5Y cells

A ser submetido para publicagéo na revista NeuroToxicology



As seguintes paginas (92-115) foram excluidas desta versao parcial pois
correspondem ao manuscrito que sera submetido a revista NeuroToxicology. Este
capitulo aborda o estudo que avaliou a neurotoxicidade de formulacbes
neonicotindides em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y diferenciadas. Neste
estudo avaliamos a citotoxicidade dos inseticidas Actara®, Much® e Evidence®, bem
como seu potencial em causar alteracdes na producdo de espécies reativas, no
potencial de membrana mitocondrial e na expressdo da proteina BAX. Também

investigamos o modo de morte celular por apoptose e/ou necrose.
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DISCUSSAO



Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados, ndo somente nas praticas agricolas,
mas também em ambientes urbanos. Todas as pessoas sdo expostas a agrotoxicos,
seja através da contaminagdo ambiental ou exposi¢do ocupacional. A populacdo em
geral € exposta através de residuos presentes no ar, agua e alimentos. A exposi¢ao
ocupacional ocorre principalmente na etapa de aplicacdo de agrotoxicos, envolvendo
a exposicdo de misturas complexas de diferentes produtos (BOLOGNESI, 2003;
DOMINGUES et al.,, 2004). Assim, a exposicdo a esses agentes quimicos e 0s
Impactos que estes podem causar tornaram-se um relevante problema ambiental e de
saude publica. Consequentemente, é crescente o numero de estudos que associam
exposicdo a agrotoxicos com agravos a saude, como intoxicacfes, problemas
respiratorios, cardiacos (SOARES; ALMEIDA; MORO, 2003), cognitivos e transtornos
neurodegenerativos (HAYDEN et al., 2010; KAMEL et al., 2003). Neste sentido, uma
revisdo narrativa foi realizada com o objetivo de conhecer os efeitos da exposicao a

agrotoxicos nas habilidades de memoaria e aprendizagem.

Foram incluidos 105 artigos na revisao, sendo 14 estudos epidemiol6gicos e
91 estudos preé-clinicos. Os prejuizos cognitivos decorrentes da exposicdo aguda e
cronica aos inseticidas organofosforados, piretroides e neonicotindides, além de
herbicidas, fungicidas e misturas foram investigados em diversas espécies, incluindo
mamiferos, insetos e peixes. Os impactos da exposi¢cdo ambiental e ocupacional aos
inseticidas organofosforados, carbamatos e piretroides nas habilidades de memoaria e
aprendizagem também foram avaliados em diferentes popula¢gbes. Estudos pré-
clinicos e epidemioldégicos demonstraram que a exposicdo a agrotéxicos com
diferentes mecanismos de acao, pode contribuir para um pior desempenho cognitivo,
especialmente nas areas de aprendizagem e memoria. Além disso, identificamos a
partir da revisdo a necessidade de mais estudos para investigar os mecanismos
envolvidos na neurotoxicidade de inseticidas neonicotindides e seu potencial em

causar comprometimento cognitivo em mamiferos.

Os neonicotindides sao inseticidas versateis, utilizados contra pragas agricolas
e de animais domesticos, como as pulgas (KIMURA-KURODA et al., 2012). Segundo
dados do IBAMA (2021), do total de inseticidas comercializados no ano de 2020
(80.733,41 toneladas de i.a.) no Brasil, cerca de 19% correspondiam a neonicotindides
(16.111,87 toneladas de i.a.). O uso extensivo destes inseticidas aliado ao seu

acumulo sisttmico nos alimentos eleva a exposicdo humana. Estudos
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epidemioldgicos revelaram quantidades crescentes destes inseticidas em amostras
de urina de adultos e criancas (UEYAMA et al., 2014; ZHANG et al., 2018),
despertando o questionamento sobre o potencial dos neonicotindides em afetar a

saude humana.

Imidacloprido e tiametoxam apresentam afinidades de ligacdo 565 e >20 vezes,
respectivamente, maiores para receptores nAChRs de insetos em relacdo a espécies
vertebradas, especialmente pelo nAChRs do subtipo o432 (TOMIZAWA; CASIDA,
2005). Essa seletividade de ambos deve-se a natureza eletronegativa de sua porcao
nitroguanidina, que é um determinante chave no reconhecimento seletivo por um
subsitio especifico tnico em nAChRs de insetos (RODRIGUES et al., 2010). Apesar
disso, evidéncias sugerem que os neonicotindides afetam os NAChRs de mamiferos
em maior extensdo do que se acreditava anteriormente. Ja foi demonstrado que,
semelhante a nicotina, o imidacloprido causou excitacdo neural em células
cerebelares de ratos neonatos mediada por nAChRs (KIMURA-KURODA et al., 2012).
O tiametoxam, por sua vez, induziu a liberacdo de dopamina no corpo estriado de
ratos via nAChRs (DE OLIVEIRA et al., 2010).

Os nAChRs séo canais catidnicos amplamente distribuidos tanto no sistema
nervoso quanto em tecidos ndo neuronais. Eles desempenham uma variedade de
papéis em diversas areas do cérebro de mamiferos, incluindo ndo apenas a
transmissao colinérgica, mas também a excitabilidade neural e a plasticidade
sinaptica. A sua abertura é controlada pelo neurotransmissor enddgeno acetilcolina
(ACh) ou por ligantes exdégenos como a nicotina. Assim, esses canais estdo
envolvidos tanto em fung¢des fisioldgicas, incluindo a cognicdo e a atividade motora,
guanto em condi¢cBes patoldgicas como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e
autismo (GOTTI; ZOLI; CLEMENTI, 2006).

Desta forma, avaliamos a neurotoxicidade de formulagcdes comerciais de
imidacloprido (Much 600 FS®, Evidence 700 WG®) e tiametoxam (Actara 250 WG®)
em células SH-SY5Y diferenciadas. A linhagem de células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y pode ser induzida a um fendtipo neuronal dopaminérgico maduro atraves
de tratamentos com uma variedade de agentes (LOPEZ-SUAREZ et al., 2022). Neste
trabalho, induzimos a diferenciacdo incubando as células SH-SY5Y na presenca de

acido retindico (AR) e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) por 6 dias.
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Os ensaios de reducdo de MTT e captacdo de vermelho neutro (VN) permitem
a avaliacdo de disfuncbes celulares e foram usados para determinar o perfil de
citotoxicidade dos neonicotindides. Dentre os inseticidas testados, Much® (ECso 266,4
mg/L) foi 0 mais citotoxico para células SH-SY5Y, seguido de Actara® (ECso 653,2
mg/L), em ambos os testes de viabilidade. Much® e Evidence® sdo formulacbes
inseticidas a base de imidacloprido, mas em células SH-SY5Y eles demonstraram um
perfil citotoxico diferente, possivelmente devido aos ingredientes inertes de cada
formulacdo. As formulacdes comerciais geralmente possuem diferentes ingredientes
inertes em sua formulagdo, incluindo solventes, surfactantes, conservantes,
antiespumantes e corantes. Esses ingredientes inertes podem aumentar a toxicidade
das formulagbes para o sistema nervoso. Além disso, ingredientes inertes raramente
sdo identificados no rétulo do produto (COX; SURGAN, 2006; MESNAGE;
ANTONIOU, 2018). Desta forma, avaliacdes toxicoldgicas utilizando formulactes

comerciais tornam-se relevantes.

O mecanismo de acdo de muitos agentes exdgenos envolve a perturbacao do
equilibrio entre espécies pro-oxidantes e mecanismos de defesa antioxidantes. Assim,
o ensaio DCFH-DA foi utilizado para avaliar a geracdo de ERO e ERN em células SH-
SY5Y apés a exposicado aos inseticidas neonicotindides. Foi possivel observar um
aumento na geracao de ERO e ERN em células SH-SY5Y apds 96 h de exposicao
com Actara®, Much® e Evidence®. Quando os mecanismos celulares de defesa
antioxidante forem insuficientes, o dano mediado por ERO pode induzir a morte celular
apoptoética ou necrotica (FULDA et al., 2010). Investigamos o0 modo de morte celular
corando as células SH-SY5Y com anexina V-FITC e PI. A incubagdo com os
inseticidas Actara®, Much® e Evidence® elevou significativamente a frequéncia de

células em estagio apoptotico inicial em comparacdo com o controle.

O potencial de membrana mitocondrial (AWYm) serve como um importante
indicador da funcdo mitocondrial. Além disso, as mitocondrias sdo reguladoras da
apoptose na via intrinseca (via apoptética mediada pela mitocondria). No ensaio
TMRE, nenhuma mudanga no AWm foi observada em células SH-SY5Y apos
incubacdo com inseticidas neonicotindides. Também observamos que a exposi¢cao
aos inseticidas neonicotindides ndo afetou a expressédo da proteina pré-apoptética

Bax em células SH-SY5Y diferenciadas. Bax € uma proteina pré-apoptética que, sob
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estimulacdo apoptotica, € translocada para a mitocondria, regulando a formacéo de
poros e levando a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial, resultando na
liberacdo de citocromo c, que leva a ativacdo de caspases e apoptose (GILLIES et al.,
2015). Os resultados obtidos nos ensaios de potencial de membrana mitocondrial e
expressdo da proteina Bax, em conjunto, sugerem gque a apoptose em células SH-
SY5Y diferenciadas expostas aos neonicotindides ocorre possivelmente através da

via extrinseca.

Usando células SH-SY5Y indiferenciadas, Senyildiz et al. (2018) encontraram
valores de ICsp para imidacloprido (>4mM, >1g) e tiametoxam (3,24mM, ~945mg)
apos um periodo de exposicdo de 48h. As concentracBes foram superiores as
encontrados para as formulacdes utilizadas neste trabalho, demonstrando que a
presenca dos ingredientes inertes pode aumentar a citotoxicidade das formulagdes.
Ainda, no trabalho de Skandrani et al. (2006) em células SH-SY5Y indiferenciadas
tratadas por 72h, o ICso apareceu em menores concentracdes do ingrediente ativo na
formulacdo comercial Confidor® (782uM) em comparacdo com a molécula ativa
imidacloprido (1565uM), indicando um efeito adverso adicional dos ingredientes
inertes. Além disso, os autores mostraram que tanto o i.a. imidacloprido quanto a
formulagdo comercial Confidor® induziram uma subexpressdo de HSP27
antiapoptotica, diminuindo as capacidades antiapoptética e a sobrevivéncia de células
SH-SY5Y.

O acetamiprido (97% de pureza, 0,5 - 4mM), outro inseticida da classe dos
neonicotindides, induziu a geracdo de ERO e apoptose em células SH-SY5Y nao
diferenciadas (OZTAS et al., 2021). Em células HepG2, os mecanismos de toxicidade
do imidacloprido também envolveram aumento de ROS e eventos apoptéticos
(GUIMARAES et al., 2022; SILVA et al., 2022). Em trabalho anterior do nosso grupo,
também nado foram encontradas alteracbes no potencial de membrana mitocondrial
em células HepG2 ap0s 48 h de incubagdo com Much®, mas a producéo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, por outro lado, ndo foi afetada nesta linhagem celular
(CONTE et al., 2022).

Em estudos in vivo, o imidacloprido induziu estresse oxidativo e dano neuronal
no cérebro de ratos (KAPOOR et al., 2010; LONARE et al., 2014), além de deficiéncias

neurocomportamentais. A exposi¢ao ao imidacloprido (1 mg/kg, por 60 dias) causou
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menor atividade exploratéria, déficit das funcdes sensorio-motoras e depressao,
possivelmente mediada pela deplecédo de neurotransmissores, incluindo serotonina e
dopamina, dano oxidativo e alteracdes apoptéticas no tecido cerebral de ratos adultos
(ABD-ELHAKIM; MOHAMMED; MOHAMED, 2018). Além disso, ratos tratados por via
oral com Much® (15 mg/kg por 45 dias) apresentaram comportamento tipo-
ansiogénico (TONIETTO et al., 2022). O tiametoxam administrado em altas doses
(50,100 mg/kg, por 7 dias) levou a um comportamento ansioso aumentado em ratos,
0 que pode estar correlacionado com a diminuicao da atividade da acetilcolinesterase
(RODRIGUES et al., 2010). A exposicdo ao imidacloprido e ao tiametoxam também
tem sido associada a déficits cognitivos em outras espécies de vertebrados e
invertebrados (KARA et al., 2015; STANLEY et al., 2015; HSIAO et al., 2016; IQBAL
et al., 2019; LUDICKE; NIEH, 2020; MUSTARD ET AL., 2020; WU ET AL., 2020).

Os inseticidas sdo as principais defesas contra pragas de insetos em
plantacBes, no gado e em animais de estimacéo. Eles séo utilizados até mesmo no
controle de vetores de doencas humanas. A maioria dos inseticidas, como o0s
neonicotindides, sdo neurotoxicantes que agem rapidamente para interromper 0s
danos as culturas e a transmissdo de doencas (CASIDA; DURKIN, 2013). Apesar da
maior seletividade dos neonicotindides para insetos (TOMIZAWA; CASIDA, 2005),
estudos recentes tém demonstrado o potencial neurotoxico para mamiferos, incluindo

humanos.

Nosso estudo tem limitagcbes, porém fornece uma visdo do potencial
neurotoxico de formulacbes comerciais contendo imidacloprido e tiametoxam como
ingrediente ativo. Sistemas in vitro ndo apresentam toda a fisiologia e complexidade
do estado in vivo, entretanto, células de origem humana séo ferramentas Uteis para
triagem e identificacdo de mecanismos de toxicidade. Além disso, a linhagem de
neuroblastoma humano SH-SY5Y & uma das mais utilizadas na neurotoxicologia
(LOPEZ-SUAREZ et al., 2022). A falta de informacdes sobre os ingredientes inertes
das formulacdes também é uma limitacdo, j& que eles podem contribuir para o
aumento ou diminui¢do da toxicidade do produto. Ainda assim, devido a escassez de
estudos com formulagdes comerciais, torna-se importante ressaltar a sua relevancia

uma vez que os produtos comercialmente disponiveis sdo formulagdes.
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CONCLUSAO



Os inseticidas Much 600 FS®, Evidence 700 WG® e Actara 250 WG®
reduziram a viabilidade de células SH-SY5Y diferenciadas, apés 96 h de
incubacéo.

Much 600 FS® foi o produto mais potente na inducdo de citotoxicidade em
células SH-SY5Y diferenciadas.

Os inseticidas Much 600 FS®, Evidence 700 WG® e Actara 250 WG® elevaram
a geracdo de ERO e ERN em células SH-SY5Y diferenciadas, ap6s 96 h de
incubacéo.

Em células SH-SY5Y diferenciadas, a incubagdo com os inseticidas Much 600
FS®, Evidence 700 WG® e Actara 250 WG® por 96 h elevou a frequéncia de
células apoptaéticas.

A exposicdo a agrotoxicos pode estar associada ao comprometimento de

funcdes cognitivas, como a aprendizagem e a memoria.
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