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Resumo: O inseticida metomil possui amplo espectro no controle de pragas. E considerado
moderadamente téxico para mamiferos, incluindo seres humanos. E um inseticida neurotéxico do grupo
dos carbamatos que inibe a acetilcolinesterase. Quando do uso irregular na agricultura, pode resultar em
residuo em alimentos. Esse estudo investigou a citotoxicidade de formulagdo comercial contendo
metomil em linfécitos humanos isolados a partir de individuos sauddveis para testar a hipétese de que
residuo de metomilem alimentos sdo nocivos a células humanas. As células foram tratadas com metomil
(0,05 a 50,0 mM) por 4 horas para estimar a viabilidade celular pelo ensaio com azul de tripan. Houve
reducao da viabilidade celular nas concentragdes de 12,5 e 50,0 mM com concentracao efetiva 50% de
6,92 mM. Conclui-se que formulagdes comerciais contendo metomil podem ser citotdxicas a células de
mamiferos, embora as concentragdes nocivas estejam acima das concentragdes detectadas em plasma
humano.
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INTRODUGAO

O agronegocio € um modelo de produgao dependente do uso intensivo de agrotéxicos. Embora
a finalidade seja otimizar a producgéao agricola, o uso excessivo representa risco para a saude
humana. O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA) investigou 270 ingredientes
ativos no ciclo 2017/2018 em 14 alimentos de origem vegetal totalizando 4.616 amostras
(ANVISA, 2019). O metomil apresentou detecgdes irregulares em dois alimentos (120 amostras
de alface e pimentao) (ANVISA, 2019). Ao observar o total comercializado no Brasil em 2023 o
metomil estda em 6° lugar (9.160,18 toneladas de produto formulado) (IBAMA, 2024). O metomil
pertence a classe dos carbamatos com atividade reversivel sobre enzima acetilcolinesterase
(TSATSAKIS, A. et al., 2019). Considerando que ha deteccgdes irregulares identificadas em
residuos de alimentos brasileiros e alta taxa de comercializagéo, este trabalho testou a hipdtese
de que o metomil é capaz de causar danos as células humanas. Para isso, foram utilizadas
células isoladas de individuos saudaveis como modelo in vitro para avaliar os efeitos nocivos do
inseticida. A relevancia do estudo reside na necessidade de compreender os riscos a saude
associados a exposi¢gdo ao metomil, que é amplamente utilizado na agricultura.

MATERIAIS E METODOS

Apds aprovacgao pelo Comité de Etica em Pesquisas da Universidade Estadual de Goias (CAAE
N° 66860023.1.0000.8113) e assinatura do TCLE, isolou-se linfécitos de cinco doadores
saudaveis (3 homens e 2 mulheres) por centrifugagcado do sangue heparinizado com solugéo de
separacao (Ficoll-Paque Plus, GE17-1440-02, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) conforme
instrugdes do fabricante. Os linfécitos foram reconstituidos em RPMI1640 (Gibco, 23400-062,
Life Tecnologies, Paislay, Reino Unido) contendo 20% de soro bovino fetal (SFB, Gibco, 12657 -
029, Invitrogen, Grand Island, Estados Unidos) sem antibidtico a 2,0 108 células/mL.

Formulacdo comercial contendo metomil (S-methyl N-(methylcarbamoyloxy)thioacetimidate,
numero CAS 16752-77-5, pureza 21,5% m/v, 215,0 g/L, concentrado soluvel - SL, Metomil 215 SL
Nortox, Nortox S.A., Arapongas, Brasil) foi diluida em meio RPMIl a 100 mM (76 pL da formulagéo
comercial e 924 uL de RPMI). Obteve-se mais quatro concentracoes por diluicédo seriada 1:4 (75
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pL solucao e 225 puL RPMI). O controle negativo foi RPMI sem SBF e o controle positivo foi H,O,
0,34% (10 pL H.O, 34% e 990uL RPMI).

O tratamento consistiu na adigao de 100 pL das diferentes solugbes a 100 pL de suspenséao de
celular em placa de 96 pocos com fundo plano (K12-096, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) em
duplicata. O volume final de cultura foi de 200 pL contendo 200.000 células por pogo, 1,0 108
células/mL, 10% de SBF e as seguintes concentragdes finais: 50,0; 12,5; 3,12; 0,78; 0,20; 0,05
mM de metomil e H,0, 0,0425%. Apds incubar a 37°C por 4 horas, estimou-se a citotoxicidade
pelo ensaio de exclusao de azul de tripan (PHILLIPS, 1973) em 100 células, diferenciando as
viaveis (sem cor) das nao viaveis (cor azul). Os resultados foram expressos em % de células
viaveis.

Os dados foram apresentados como média * desvio padrédo utilizando o pogo como unidade
experimental. Com a = 5%, aplicou-se os seguintes testes estatisticos: teste de normalidade
Shapiro-Wilk sem transformacao logaritmica; teste de Kruskal-Wallis; teste de comparacao
multipla de Dunn’s para comparar as diferentes condigbes em relagdo ao grupo controle
negativo. Para estimar a concentragdo efetiva 50% (EC50), as concentragdes (X) foram
transformadas pela equacéo Y=Ilog[X]. No eixo Y, plotou-se o nimero de células vidveis para
linfocitos. Aplicou-se o modelo log(agonist) vs. response - variable slope onde top corresponde
ao valor de "a", bottom corresponde ao valor "d", HillSlope corresponde ao valor “b” (SEBAUGH,
2011). Utilizou-se o programa GraphPad Prism (verséao 8.0.1, GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA) para todas as andlises estatisticas.

RESULTADOS

A viabilidade celular foi utilizada como triagem de efeitos nocivos, sendo observado
citotoxicidade nas concentragdes de 12,5 e 50 mM (p<0,05, Figura 1A). Os dados de viabilidade
celular foram entao plotados em curva concentracao resposta (Figura 1B), obtendo-se a EC50
de 6,92 mM para metomil.
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Figura 1 Citotoxicidade de metomil em linfécitos. As células foram tratadas com formulagdo comercial contendo
metomil (Metomil 215 SL Nortox) por 4 horas. (A) Condigbes de tratamento com diferentes concentragdes de metomil
(verde), controle negativo (RPMI) ou controle positivo (H202 0,042%); (B) Curva concentragéo resposta para viabilidade
celular. Cada barra ou ponto representa a média = desvio padrao de 6-10 pogos provenientes de 5 doadores. Teste de
Kruskal Wallis seguido de comparagdes multiplas pelo teste de Dunn. * p<0,05 quando comparado com RPMI. Fonte:
construido pelos autores utilizando programa GraphPad Prisma (verséo 8.0.1)

DISCUSSAO

Nossos dados reportam efeitos nocivos para o metomil. Para facilitar a comparacgéo, realizamos
a conversao das concentragdes descritas na literatura para mM. As faixas de concentragao de
metomil testadas no presente estudo foram de 0,05-50,0 mM em linfécitos. A formulagao
comercial de metomil apresenta-se a 215 g/L (1320 mM). Uma questao foi identificar quais
seriam as concentragdes plasmaticas de metomil reportadas em humanos ou animais.
TSATSAKIS, A. M. et al. (1996) reportam concentragcdes de metomil no sangue mensuradas em
cinco casos de ingestdo intencional como 57,0; 35,0; 28,0; 8,0; 5,6 mg/L de sangue
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(respectivamente 0,35; 0,22; 0,17; 0,05; 0,03 mM). A exposicao transdérmica e inalatéria a
metomil durante a aplicagao na lavoura resultou em 1,6 mg/L (0,01 mM) de metomilno sangue e
foi fatal (TSATSAKIS, A. M. et al., 2001). Portanto, nosso estudo inclui as concentragdes 0,05 e
0,20 mM que sdo clinicamente relevantes. E importante enfatizar que a auséncia de
citotoxicidade observada em concentracoes relevantes para a clinica ndo necessariamente
isenta o metomil de efeitos nocivos. Linfocitos tratados com metomil puro ou com formulagéo
técnica apresentaram efeitos clastogénicos nas concentragbes de 0,18 mM e 0,25 mM
respectivamente (BONATTI et al., 1994). Em linhagem celular V79 de hamster chinés (Chinese
hamster V79 cell lines), a DL50 foi de 959,57ug/mL (5,92 mM) para metomil (WANG; CHIOU;
CHANG, 1998). Essa concentragao foi muito similar a EC50 de 6,92 mM obtida em linfécitos no
presente estudo. Por outro lado, metomil reduziu a proliferagcédo celular de células HUVEC
(Human umbilical vein endothelial cells) tratadas por 24 horas nas concentracoes de 500 e 1000
UM (0,5 e 1,0 mM) com EC50 de 411,2 uM (0,41 mM) (SAQUIB et al., 2021). Aparentemente, as
células HUVEC foram mais sensiveis do que células sanguineas testadas no presente estudo.

CONCLUSOES

Formulacdo comercial contendo metomil induziu citotoxicidade em linfécitos humanos em
concentragdes acima das detectadas no sangue de humanos expostos ao inseticida. Portanto,
a resposta citotéxica em linfécitos ndo é suficiente para explicar os danos celulares em
condicoes reais de exposicdo quando da ingestao de residuos em alimentos. Estudos adicionais
sdo necessarios para investigar os efeitos cumulativos da exposicao prolongada a esses
inseticidas. A compreensao desses mecanismos € crucial para avaliar os riscos a saude
humana, considerando nao apenas a toxicidade aguda, mas também os possiveis efeitos
subletais e de longo prazo associados a exposicdes repetidas e em baixas concentracoes.
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