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RESUMO 

Introdução: Nos últimos 40 anos, a agricultura brasileira se desenvolveu de tal forma que o país 

será um dos grandes fornecedores de alimentos do futuro. Esse setor vem desempenhando um 

importante papel na economia do Brasil, devido à grande produção de grãos, que é representada 

por todas as macrorregiões. De fato, para manter tal produção, o setor agrícola utiliza 

intensivamente insumos químicos como fertilizantes e agrotóxicos, corroborando para que o Brasil 

seja um dos maiores consumidores de pesticidas do mundo. Os Etilenobisditiocarbamatos 

(EBDCs), são um grupo de fungicidas que tem sido amplamente utilizado no mundo, sendo o 

Manganese Ethylenebis (Mancozebe), um dos seus principais representantes. Sua toxicidade já foi 

evidenciada em diversos estudos. No entanto, sua influência na estrutura e diversidade da 

microbiota intestinal permanece desconhecida. Objetivo: investigar o  impacto do Mancozebe na 

microbiota intestinal utilizando um modelo com roedores. Material e Métodos: a proposta foi um 

estudo experimental com 27 ratos machos Wistar, classificados em 3 grupos de 9 ratos. Grupo 

Controle (GC) recebeu Solução salina 0,9%, Grupo Intervenção I (MZ1) recebeu 250 mg\kg uma 

vez por semana e Grupo intervenção II (MZ2) recebeu 500 mg\kg  com a mesma frequência.  Após 

12 semanas de experimento, os animais foram eutanasiados e as fezes presentes no intestino foram 

coletadas. Após a extração do ácido desoxirribonucleico (DNA) fecal, a região V4 do gene 16S do 

ácido ribonucleico ribossômico (rRNA) foi amplificada seguida de sequenciamento em um sistema 

Ion Torrent PGM™ para avaliação da microbiota bacteriana. Resultados: A análise de diversidade 

alfa e beta demonstrou diferenças significativas entre os grupos Controle e Mancozebe (MZ1 e 

MZ2), mas não foi observada diferença entre MZ1 e MZ2. Além disso, sete gêneros aumentaram 

significativamente em abundância após a exposição ao Mancozebe, enquanto que cinco gêneros 

diminuíram, na análise da microbiota. Conclusão: A exposição ao Mancozebe apresentou efeitos 
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colaterais alterando a estrutura e composição da diversidade bacteriana, provavelmente deve-se ao 

efeito do fungicida sobre o micobioma intestinal, inviabilizando a proliferação de fungos.  

Palavras-chave: pesticidas; microbioma; mancozebe, modelo experimental.  
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ABSTRACT 

Introduction: In the last 40 years, Brazilian agriculture has developed to such an extent that the 

country will be one of the great food suppliers of the future. This sector has played a major role in 

the Brazilian economy, because of the high grain production in all macroregions. To keep up this 

production, the agricultural sector makes intensive use of chemical inputs such as fertilizers and 

pesticides, thus corroborating the fact that Brazil is one of the greatest pesticide consumers in the 

world. Ethylenebis dithiocarbamates (EBDCs) are a group of fungicides that have been widely 

utilized worldwide, and Manganese Ethylenebis (Mancozeb) is one of their main representatives. 

Its toxicity has already been evidenced in several studies. However, its influence on the structure 

and diversity of the gut microbiota remains unknown. Objective: investigate the impact of 

Mancozeb on the intestinal microbiota using a rodent model. Material and Methods: the proposal 

was an experimental study with 27 male Wistar rats, divided into 3 groups of 9 rats. Control Group 

(GC) received 0.9% saline solution, Intervention Group I (MZ1) received 250mg\kg once a week 

and Intervention Group II (MZ2) received 500mg\kg at the same frequency. After 12 weeks of 

experiment, animals were euthanized, and feces present in the intestine were collected. After fecal 

DNA extraction, the V4 region of the 16S rRNA gene was amplified followed by sequencing in an 

Ion Torrent PGM™ System for intestinal microbiota analysis. Results: Alpha and beta diversity 

analysis showed significant differences between Control and Mancozeb groups (MZ1 e MZ2), but 

no difference between MZ1 e MZ2 was observed. In addition, seven genera significantly increased 

in abundance following Mancozeb exposure, while five genera decreased, in microbiota analysis. 

Conclusion: exposure to Mancozeb has harmful effects altering the structure and composition of 

the microbiota in rats and increasing bacterial diversity regardless of the dose used. The increase 

in diversity is explained by a potential effect of the fungicide on the intestinal mycobiome. 



 

10 
 

Keywords: pesticides; microbiome; mancozebe, experimental model. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos 40 anos, a agricultura brasileira tem se desenvolvido de forma que o país será 

um dos grandes fornecedores de alimentos do futuro. Este setor vem desempenhando um papel 

essencial na economia brasileira, devido ao Brasil estar na 4ª posição como maior produtor de grãos 

(arroz, cevada, soja, milho e trigo) mundial, sendo responsável por 7,8% da produção total.1 Dessa 

forma, para manter tal produção e aumentar o desenvolvimento do agronegócio, o setor agrícola 

utiliza intensivamente insumos químicos como fertilizantes e defensivos, corroborando para que o 

Brasil seja um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo desde 2008, o que desencadeia 

consequências como a permissão de pesticidas já banidos em outros países e a venda ilegal dos que 

já foram proibidos por lei.2-3 

A utilização dos pesticidas tem por objetivo evitar a invasão de pragas nas culturas e 

proteger a saúde pública do consumidor.4 Entre as classes de agrotóxicos mais utilizados, destaca-

se o uso de fungicidas, que são adequados para prevenir ou erradicar infecções fúngicas de plantas 

ou de mudas. Os Etilenobisditiocarbamatos (EBDCs) são um grupo de fungicidas que tem sido 

amplamente utilizado em todo o mundo desde a década de 1940. 5-6 

Dentre o grupo dos EBDCs encontram-se: Mancozebe, Manebe, Zinebe e Metiram.7 O 

Manganese Ethylenebis (Mancozebe), segundo a literatura, é classificado de baixa toxicidade, no 

entanto, tem demonstrado ter efeitos adversos em humanos.8 Sua toxicidade sistêmica é induzida 

pela formação de radicais livres e diminuição de antioxidantes.9 

A evidência experimental e epidemiológica dos principais efeitos adversos dos EBDCs foi 

demonstrada por diferentes autores. Innes et al. evidenciaram que a exposição crônica (18 meses) 

ao Mancozebe aumenta a incidência de adenoma e carcinoma hepático em ratos machos e fêmeas.10 
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Alterações nos parâmetros hematológicos e bioquímicos, que incluem anemia, leucopenia e 

aumento das transaminases hepáticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase 

(ALT), fosfatase alcalina (FA) e acetilcolinesterase também foram evidenciados.11-12 A toxicidade 

dos fungicidas é frequentemente relatada com a formação e aumento das espécies reativas de 

oxigênio (EROs), resultando em produtos de danos oxidativos e/ou alterações nos níveis de 

antioxidantes e sistemas enzimáticos de eliminação de EROS.13-16 A avaliação da genotoxicidade 

dos pesticidas desencadeia efeitos nocivos crônicos nos seres humanos. Esses efeitos iniciam com 

dano celular e potencialmente causam o desenvolvimento de teratogênese e câncer,17-18 sendo o 

potencial genotóxico o principal fator de risco para efeitos a longo prazo.18 A toxicidade pelo 

Mancozebe também tem sido relatada por estudos experimentais, que evidenciaram a suspeita de 

carcinogenicidade em ratos19 e a indução de dano ao ácido desoxirribonucleico (DNA) em células 

expostas in vitro por meio de mecanismos oxidativos.20-21 A avaliação histológica do fígado 

raramente é descrita na literatura, entretanto, Pirozzi et al. avaliaram graus de esteatose hepática 

associados à exposição ao Mancozebe, concluindo que o fungicida aumentou a quantidade de 

gotículas lipídicas intracelulares em um modelo in vitro.22 

Estudos in vivo e in vitro foram realizados demonstrando que os produtos químicos podem 

influenciar o funcionamento da microbiota intestinal, afetando a composição da microbiota do 

hospedeiro e o perfil metabólico.23 Em particular, estudos concluíram que algumas bactérias 

específicas na microbiota intestinal podem regular metabólitos ou vias metabólicas, afetando ainda 

mais a saúde do hospedeiro.24-28 

O Mancozebe é produzido comercialmente há décadas e várias evidências demonstraram 

seus efeitos toxicológicos. No entanto, nenhum estudo até o momento explorou a influência deste 

composto na microbiota intestinal.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Pesticidas 

Nos últimos 40 anos a agricultura brasileira tem se desenvolvido de forma que o país será 

um dos grandes fornecedores de alimentos do futuro. Este setor vem desempenhando um papel 

essencial na economia brasileira, devido ao Brasil estar na 4ª posição como maior produtor de grãos 

(arroz, cevada, soja, milho e trigo) mundial, sendo responsável por 7,8% da produção total.1  O Rio 

Grande do Sul também destaca-se pela produção de grãos, correspondendo a aproximadamente 35 

milhões de toneladas entre os anos de 2018-2020.29 

Com a crescente necessidade de produção de alimentos na agricultura, a utilização de 

pesticidas tem aumentado gradativamente. No entanto, este uso vem ocorrendo irregularmente, 

sem o controle adequado de órgãos governamentais, gerando riscos de contaminação ambiental, 

bem como à saúde humana, causados pela exposição a essas substâncias, e classificando o Brasil 

como um dos maiores consumidores de pesticidas do mundo.2-3 

Pesticidas são substâncias químicas ou sintéticas, que são utilizadas para controlar pragas 

e plantas invasoras de diferentes culturas. Esses produtos também podem ser utilizados no combate 

a transmissores de doenças como dengue, malária, febre amarela, entre outras, entretanto, se não 

utilizados corretamente podem trazer efeitos tóxicos à saúde.30 

Os pesticidas também podem ser classificados de acordo com a sua toxicidade, expressada 

pela taxa de letalidade: o conceito de dose letal 50 (LD50) é a quantidade de uma substância 

química que, quando administrada em dose oral única, é expressa em massa da substância por 

massa de animal, ocasionando o óbito de 50% dos animais expostos em um período de observação 

de 14 dias.31 



 

19 
 

Toxicidade aguda - LD50 oral para ratos (mg/kg): 

Classe 1A: Extremamente tóxico. LD50 < 5 mg/kg. 

Classe 1B: Altamente tóxico. LD50 5-50 mg/kg. 

Classe 2: Moderadamente tóxico. LD50 50-500 mg/kg. 

Classe 3: Baixa toxicidade. LD50 500-5000 mg/kg. 

Classe 4: Muito pouco tóxico. LD50 > 5000 mg/kg. 

Segundo a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), os pesticidas são classificados 

de diferentes formas, sendo a principal de acordo com a sua função: inseticidas, fungicidas, 

herbicidas e outros.32 

Inseticidas: substâncias químicas ou biológicas utilizadas para controlar insetos-praga 

(ovos, larvas e adultos) que atacam e prejudicam as lavouras. Pertencem ao grupo químico dos 

organoclorados (BHC®, DDT® ou Neocid®, Methoxychlor® ou Marlate®), organofosforados 

(Palation®, Diclórvos®), carbamatos (Carbaril®, Baygon®, Carbofuran®) e os piretróides 

(Aletrina®, Cypermethrina®, Permethrin®).32 

Herbicidas: produtos fitossanitários utilizados para o controle e proliferação de plantas 

invasoras. Dentre eles, pode-se citar: bipiridilos (Paraquat®, Diquat®); glifosato - aminoácido 

glicina (Roundap® ou Glifosato®); triazinas (Atrazina®, Simazine®, Metribuzin®); fenoxiácidos 

(derivado de ácido fenoxiacético e dinitrofenóis).32 

Fungicidas: defensivos agrícolas que impedem, matam, mitigam ou inibem o crescimento 

de fungos nas plantas. Pertencem ao grupo: pentaclorofenol, ditiocarbamatos (Mancozeb® ou 

https://tecnologianocampo.com.br/defensivos-agricolas/
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Manzate®, Maneb® ou Dithane®, Thiram® ou Arasan®, Zineb®, Ziram® ou Zimate®), 

organoestanho (acetato de trifenilestanho (Brestan®) e outros.32 

Dentre o grupo dos ditiocarbamatos, os Etilenobisditiocarbamatos (EBDCs) pertencem ao 

subgrupo que merece destaque pelo fato de serem intensamente utilizados, sendo considerados de 

baixa toxicidade, o que justifica seu maior uso na agricultura. Todos os EBDCs possuem um 

agrupamento orgânico comum (C4H6N2S4), que difere apenas em seu íon metálico, sendo Manebe 

e Mancozebe (nomes comerciais) os mais utilizados.33 O mecanismo de ação do Mancozebe na 

célula fúngica ocorre por meio da inibição da germinação dos esporos dos fungos, por apoptose 

(morte celular programada e por meio da indução da metacaspase. 

 

 

 

 

Figura 1 : Fórmula estrutural do Mancozebe33 

 

Os EBDCs têm sido amplamente utilizados no mundo desde a década de 194034-37 e são os 

fungicidas mais utilizados na Serra Gaúcha para o cultivo de videiras,38-39 além de serem utilizados 

na plantação de frutos, leguminosas e grãos. Na América Latina, mais de 50% de todos os 

fungicidas utilizados são do grupo dos EBDCs40 e, no Brasil, o volume de EBDCs supera os 40% 

do total utilizado, representando o principal produto contra fungos. 
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2.1.1 Epidemiologia da utilização de Pesticidas 

Diferentes fontes oficiais de registro para intoxicações por pesticidas tentam estimar o 

número de casos registrados, embora haja uma grande falta de informações e dados sobre o número 

real de intoxicações por esses produtos, devido ao sub-registro. Alguns sistemas de registro de 

intoxicação por pesticidas, como o Sistema Nacional de Informações Toxicológicas e 

Farmacológicas (SINITOX), o Sistema de Informações Hospitalares - Morbidade Hospitalar do 

Sistema Único de Saúde (SIH\SUS), a Comunicação de Acidentes de Trabalho (CAT) e Sistema 

de Informação sobre Agravos de Notificação Compulsória (SINAN), são as principais bases de 

dados.  

Segundo fontes do Banco de Dados de Mortalidade da Organização Mundial da Saúde 

(OMS), aproximadamente 740.000 casos anuais de intoxicação aguda não intencional por 

pesticidas foram relatados pelas publicações extraídas, resultantes de 7.446 fatalidades e 733.921 

casos não fatais. Com base nisso, estima-se que aproximadamente 385 milhões de casos de 

intoxicação aguda não intencional por pesticidas ocorram anualmente em todo o mundo, incluindo 

aproximadamente 11.000 mortes. Com base em uma população agrícola mundial de 

aproximadamente 860 milhões, estima-se que aproximadamente 44% dos agricultores são 

intoxicados por pesticidas todos os anos. O maior número estimado de casos de intoxicação aguda 

não intencional por pesticidas está no sul da Ásia, seguido pelo sudeste da Ásia e leste da África 

em relação à intoxicação aguda não intencional não fatal.41 

De acordo com a Organização Internacional do Trabalho (OIT)/Organização Mundial da 

Saúde (OMS), aproximadamente 70 mil trabalhadores em países subdesenvolvidos morrem 

anualmente de intoxicação aguda e crônica por pesticidas e outros 7 milhões desenvolvem alguma 

doença não fatal.42 Embora a intoxicação por pesticidas seja um evento de notificação obrigatória, 
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as estimativas indicam que apenas 20% dos casos são, de fato, registrados no Sistema Nacional de 

Notificação Sanitária (SINAN) de acordo com a portaria do Ministério da Saúde 1271\2014.43 

2.2 Microbiota Intestinal  

O intestino é o maior reservatório de microrganismos do corpo, sendo o lúmen 

gastrintestinal humano, o habitat fisiológico para diversos micróbios (bactérias, arqueias, fungos e 

vírus). Inclui dezenas de trilhões de células microbianas pertencentes a várias espécies diferentes 

que carregam mais de três milhões de genes únicos.44-45 A maioria das espécies bacterianas na 

microbiota de adultos pertencem aos filos Firmicutes (Gram positivos) e Bacterioidetes (Gram 

negativos), enquanto os remanescentes pertencem aos filos Actinobacteria, Fusobacteria, 

Proteobacteria e Verrucomicrobia.46 O trato gastrintestinal e sua microbiota estão em relação 

simbiótica. De fato, 85% do total de bactérias, como Lactobacillus e Bifidobacteria, são 

organismos comensais, enquanto os outros, como Clostridium e Fusobacterium, podem 

potencialmente se tornar patógenos.47 

O desenvolvimento inicial do microbioma humano inicia-se após o nascimento de um bebê, 

sendo este, estéril durante a gestação.48 Algumas horas após o parto, inicia-se a colonização 

bacteriana. Em caso de parto normal, o recém-nascido passa pelo canal vaginal, entrando em 

contato com os microrganismos que fazem parte da microbiota vaginal da mãe, ocorrendo a 

colonização por Streptococcus, Lactobacillus e Staphylococcus.49-50  

A amamentação é outro fator que influencia no tipo de colonização intestinal. Recém-

nascidos amamentados com fórmulas infantis para lactentes possuem colonização intestinal 

composta por gêneros de Lactobacillus, Streptococcus e Staphylococcus. Na alimentação à base de 

leite materno, o principal gênero é Bifidobacterium que permite a metabolização de açúcares em 
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ácidos, conferindo assim proteção contra patógenos intestinais. Os fatores referidos têm um 

impacto preponderante na evolução do microbioma intestinal.48 Durante a infância, a diversidade 

tende a aumentar e a composição a modificar de forma extremamente rápida, pois ocorre o 

desmame e se sucede a introdução de alimentos sólidos. Os microrganismos que a criança estará 

exposta são importantes para a maturação da microbiota. Apesar da constante mudança da 

composição da microbiota intestinal durante a infância, verifica-se uma estabilização na idade 

adulta.51 

O papel exato da microbiota permanece amplamente inexplorado, no entanto, sabe-se que 

a presença de microorganismos no intestino participa da síntese de vitaminas e aminoácidos, 

catabolismo de macromoléculas, fornecimento de energia, metabolismo de drogas e toxinas e 

preservação da barreira intestinal. Todos os desequilíbrios ou alterações na composição e/ou função 

taxonômica da microbiota intestinal são geralmente denominados “disbiose”.52 As alterações na 

homeostase da microbiota foram associadas a condições clínicas tais como como doença 

inflamatória intestinal,53 síndrome do intestino irritável,54 câncer e doenças cardiovasculares55. 

Além de estar associada com condições metabólicas como: 

Diabetes tipo I e II: a disbiose intestinal tem sido relacionada com os mecanismos 

desencadeadores da diabetes mellitus tipo 1, evidenciando que boa parte das bactérias nocivas ao 

organismo encontram-se elevadas ao mesmo tempo que os microrganismos comensais estão em 

declínio nestes indivíduos. Em associação, os níveis elevados de endotoxinas causados pela 

disbiose intestinal em indivíduos suscetíveis a diabetes mellitus tipo 2, podem causar níveis 

crônicos de inflamação, afetando a resistência à insulina e ao diabetes mellitus (DM2).56 

Obesidade: a microbiota intestinal possui capacidade de quebrar moléculas alimentares não 

digeridas em metabólitos como ácidos graxos de cadeia curta, além de sintetizar vitaminas 
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importantes para a saúde humana. O mecanismo exato pelo qual a microbiota intestinal contribui 

para a obesidade ainda é incerto. No entanto, foi sugerido que as principais rotas sob influência da 

microbiota intestinal que poderiam contribuir para o desenvolvimento da obesidade são a oferta de 

calorias extras, aumento da atividade da lipoproteína lipase (LPL), lipogênese, aumento da 

permeabilidade intestinal e endotoxemia. Animais obesos têm uma redução de 50% na quantidade 

de Bacteroides e um aumento proporcional de Firmicutes. Além disso, também se demonstrou que, 

em uma dieta com baixa quantidade de carboidratos e energia ou com restrição de gordura, os 

Bacteroidetes aumentaram e os Firmicutes diminuíram. Estes dados sugerem que há uma relação 

entre a obesidade e a diversidade da microbiota intestinal.57 

De fato, a microbiota intestinal interage com o hospedeiro, evitando o crescimento 

excessivo de bactérias patogênicas, bem como modulando o sistema imunológico e a tolerância 

imunológica das células da mucosa e, por fim, estimulando a produção de imunoglobulina A (IgA) 

específica para patógenos.58 A concentração e a composição das espécies bacterianas são diferentes 

ao longo do trato gastrintestinal (TGI), com variação interindividual dependendo de fatores como 

idade, etnia, estilo de vida, medicamentos e hábitos alimentares.47 A concentração intestinal, 

sistêmica e fecal de produtos bacterianos reflete potencialmente a composição da microbiota e pode 

ser explorada como um marcador diagnóstico não invasivo.  

2.2.1 Interações Microbiota – Fungicidas 

Vários estudos recentes mostraram que os fungicidas podem influenciar o funcionamento 

da microbiota intestinal, afetando a sua composição e a sua diversidade. Xu et al avaliaram o efeito 

do epoxiconazol, um antifúngico da classe dos fungicidas azóis em um modelo experimental. 

Como resultados, os autores evidenciaram uma diminuição da abundância de Firmicutes e o 

aumento da abundância de Bacteroidetes e Proteobacteria. Em nível de família, Lachnospiraceae 
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e Enterobacteriaceae foram enriquecidas seletivamente após a exposição ao epoxiconazol. Os 

resultados indicam que a exposição ao fungicida pode induzir a alterações no microbioma intestinal 

e a uma potencial toxicidade hepática.59 

 Já Jin et al. objetivaram identificar a relação entre disbiose e distúrbios metabólicos em 

peixes na exposição ao fungicida Imazalil. Em nível de filo, a composição de Proteobacteria e 

Bacteroidetes foi diminuída, enquanto Fusobacteria e Firmicutes aumentaram no intestino após 

exposição a 1000 μg/L do fungicida por 21 dias. Em nível de gênero, 29 espécies de 

microrganismos foram significativamente alteradas após a exposição ao Imazalil.60 

No estudo conduzido por Meng et al., foram avaliados os impactos da exposição ao 

Penconazol na microbiota intestinal e nos perfis metabólicos em camundongos. Em nível de 

gênero, as abundâncias relativas de sete microbiotas intestinais foram alteradas após a exposição 

ao Penconazol. Em geral, a exposição ao fungicida causou distúrbios na microbiota intestinal e nos 

perfis metabólicos dos camundongos.28,61 

Por fim, Kong et al. tiveram como objetivo explorar a proteção do polissacarídeo extraído 

de Morinda officinalis (MOP), em frangos expostos ao fungicida Tiram (pertencente ao grupo dos 

ditiocarbamatos), e analisar a associação entre alteração da microbiota intestinal e metabolismo 

lipídico. Os resultados mostraram que a exposição ao Tiram elevou o índice hepático de forma 

proeminente, alterou a lesão hepática por exame histopatológico e diagnósticos bioquímicos 

séricos, assim como aumentou os parâmetros lipídicos no sangue. Além disso, a exposição ao 

fungicida pôde alterar significativamente a riqueza, diversidade e composição da microbiota fecal 

de frangos expostos, tal como a abundância relativa de Firmicutes e Proteobacteria também foi 

afetada em nível do filo. Algumas populações microbianas, incluindo Lactobacillus, 
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Ruminococcus, Oscillospira, Blautia e Butyricicoccus, diminuíram significativamente em nível de 

gênero, enquanto Klebsiella foi o oposto.62 

No geral, esses estudos indicam que a microbiota intestinal pode ser um dos principais alvos 

da toxicidade induzida por fungicidas e que alterações nela podem ser usadas como indicadores 

precoces para monitorar o risco à saúde do hospedeiro exposto aos fungicidas. Dentre os efeitos 

adversos que o Mancozebe pode causar, a disbiose é de primordial relevância para a saúde do 

hospedeiro, mas suas implicações clínicas ainda não foram caracterizadas.  

2.2.2 Eixo Intestino-Fígado 

O intestino e o fígado têm uma relação anatômica e funcional. Eles possuem comunicação 

bidirecional que ocorre por meio do trato biliar, da veia porta e da circulação sistêmica, drenando 

o sangue proveniente do TGI e garantindo aproximadamente de 70% do suprimento sanguíneo para 

o fígado, o qual se comunica com o intestino por meio da liberação de ácidos biliares e mediadores 

bioativos no trato biliar e na circulação sistêmica. No intestino, a microbiota metaboliza ácidos 

biliares e aminoácidos, assim como substratos advindos da dieta e da exposição ambiental. Dessa 

forma, o fígado consiste no primeiro local de exposição e remoção de toxinas bacterianas oriundas 

do intestino, tais como lipopolissacarídeos (LPS), etanol sintetizado por bactérias, metilaminas 

tóxicas, dentre outros, os quais podem disparar uma cascata inflamatória, contribuindo para a 

progressão de lesão hepática.63 

O papel da microbiota intestinal é polimorfo, funcionando como uma ferramenta 

imunológica, metabólica e protetora para a saúde do hospedeiro. Na presença da disbiose intestinal, 

a saúde do hospedeiro fica comprometida, pois a microbiota é incapaz de manter o controle da 

homeostase local, aumentando a permeabilidade intestinal.63 O rompimento da homeostase 
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epitelial intestinal ocasiona maior exposição hepática a antígenos exógenos e endógenos que 

impulsionam os danos por meio da interface do eixo intestino-fígado. 63-64 

A circulação sanguínea impede o fígado de interagir com as bactérias e seus produtos, 

configurando a barreira vascular intestinal. O dano da barreira epitelial e vascular do intestino é 

um evento inicial para o desenvolvimento da esteatohepatite não alcoólica (EHNA), causado pela 

alteração da microbiota devido a uma dieta rica em gordura. Com a quebra da barreira intestinal e 

vascular, as bactérias e seus produtos contribuem para a inflamação da doença hepática. É descrito 

que indivíduos com doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) apresentam maior 

prevalência de supercrescimento bacteriano do intestino delgado (SIBO, do inglês small intestinal 

bacterial overgrowth)65- 69 e permeabilidade intestinal aumentada70-75, reforçando a possível 

participação do eixo intestino-fígado na patogênese da doença (Figura 2). 

 

Figura 2: Interação entre a microbiota intestinal e a imunidade inata na patogênese das doenças 

hepáticas crônicas. Abreviaturas: TLRs: Toll-like receptors. Fonte: Bibbó et al. 2018 63 

 

O interesse em investigar o papel da disbiose intestinal como um determinante de saúde e 

doença ganhou maior impulso na última década. De fato, a alteração na microbiota intestinal exerce 

um papel fundamental na patogênese e progressão das doenças hepáticas crônicas, por promover a 

desregulação da imunidade inata em resposta à atividade pró-inflamatória persistente. 
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2.3 Toxicidade Hepática 

Hepatotoxicidade é o dano causado ao fígado por substâncias químicas, medicamentos, 

suplementos, chás de ervas, entre outros. Na literatura, os termos mais utilizados são: DILI (Drug 

Induced Liver Disease: lesão hepática induzida por drogas), HILI (Herbal and Dietary 

Supplements-induced Liver Injury: dano hepático induzido por suplementos dietéticos e à base de 

ervas),76 TAFLD (Toxicant Associated Fatty Liver Disease: doença hepática associada a 

substâncias tóxicas),77 TASH (Toxicant Associated Steatohepatitis: esteatohepatite associada a 

tóxicos.77 Entretanto, não há um consenso sobre a definição de um termo específico para toxicidade 

induzida por agrotóxicos.  

2.3.1 Mecanismos de Toxicidade Hepática 

Existem diferentes tipos de mecanismos de hepatotoxicidade que podem ser causados por 

agentes exógenos ao organismo e podem ser divididos em três grandes categorias de toxicidade: 

intrínseca (direta), idiossincrática e indireta.  

Toxicidade intrínseca é caracterizada por hepatócitos comprometidos por um efeito físico-

químico direto ou por meio de alterações nas vias metabólicas, podendo desencadear uma reação 

citotóxica, por exemplo, causado pelo álcool, ou colestática, causada por metilenodianilina 

(MDA).78 A lesão hepática induzida por agentes químicos pode ser causada por drogas que 

possuam toxicidade direta e previsível no fígado, células biliares, endoteliais, sinusoidais e células 

estreladas. Essa categoria de lesão hepática é tipicamente dose-dependente, ocorrendo quando uma 

dose limite ou o nível de exposição é alcançado.  

A toxicidade idiossincrática causa danos imprevisíveis, incluindo mecanismos de 

hipersensibilidade (alérgicos) e formas não relacionadas à hipersensibilidade (não alérgicas). É a 



 

29 
 

principal causa do desenvolvimento de hepatotoxicidade farmacológica.78-79 Esta categoria é 

denominada idiossincrática, pois é amplamente independente da dose, via ou duração da exposição 

à medicação e, principalmente, relacionada às características únicas do hospedeiro. DILI 

idiossincrática refere-se a uma reação hepatotóxica a uma droga que ocorre em uma pequena 

proporção de indivíduos que são expostos ao fármaco, sendo inesperado por suas ações 

farmacológicas conhecidas. Acredita-se ser precipitado pela interação de vários fatores críticos, 

incluindo as propriedades toxicológicas da droga em conjunto com fatores seletivos relacionados 

ao hospedeiro e condições ambientais.80 

A toxicidade indireta é causada pela ação do fármaco e não por suas propriedades tóxicas 

ou idiossincráticas. O dano indireto pode ser a indução de uma nova doença ou a exacerbação de 

uma preexistente.81 Existem diferentes fatores que contribuem para a toxicidade hepática, incluindo 

a exposição a altas concentrações de um fármaco, grande atividade metabólica e a presença de 

diferentes enzimas responsáveis pela geração de metabólitos reativos, especialmente espécies 

reativas de oxigênio (EROS).82 A hepatotoxicidade indireta reflete lesão associada a ações 

conhecidas de uma droga. Essas podem exacerbar uma doença hepática crônica preexistente como 

a esteatose hepática ou provocar o agravamento de uma doença inflamatória hepática subjacente. 

As características de cada categoria estão ilustradas na Tabela 1. 

Até o momento, não há descrição na literatura de um termo específico para o mecanismo 

de hepatotoxicidade desenvolvido por pesticidas.  
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 Intrínsico (Direto) Indireto Idiosincrático 

Dose-relacionada Sim Não (geralmente) 
Não (com algumas 

exceções) 

Latência Pequena (poucos dias) 

Normalmente atrasada 

(semanas a 

meses) 

Variável (dias a meses), 

pode ocorrer após o 

tratamento ou 

Descontinuação 

Taxa de Ocorrência Alta Intermediária Baixa 

Previsível Sim Ocasionalmente Não 

Drogas implícitas 

Acetaminofeno, ácido 

nicotínico, aspirina, cocaína, 

muitas quimioterapias para 

câncer, fialuridina, 

amiodarona, metotrexato 

(intravenoso), plantas 

contendo alcaloides 

pirrolizidínicos 

Corticosteroides em altas 

doses; alguns agentes 

antineoplásicos: inibidores 

do checkpoint imunológico, 

inibidores da proteína 

quinase, 

anticorpos monoclonais (por 

exemplo, anti-TNF, anti-

CD20), daclizumab 

Isoniazida, clavulanato 

de amoxicilina, 

antibióticos macrolídeos 

fluoroquinolonas, 

estatinas, flucloxacilina, 

diclofenac; certos 

suplementos de ervas e 

dietéticos (HDS), e. 

extrato de chá verde, 

Polygonum multiflorum 

Mecanismos 

Patológicos 

Danos no fígado ocorrem se as 

concentrações do metabólito  

nas células do fígado 

excederem o limite tóxico 

Efeitos não intencionais das 

ações do medicamento no 

fígado (por exemplo, 

aumento da autorreatividade 

imune induzida pelo 

medicamento ou redução da 

sensibilidade à insulina 

podem causar hepatite 

imunomediada e fígado 

gorduroso, respectivamente) 

Resposta imune 

adaptativa a um fármaco 

original ou seu 

metabólito pode 

contribuir. 

Danos mitocondriais e 

esteatose hepática 

também podem ser 

observados 

Tabela 1: Características dos diferentes mecanismos de hepatotoxicidade. Adaptado de 

Hoofnagle JH, et al. 81  

 

2.3.2   Fatores de Risco à Hepatotoxicidade 

Na literatura, foram estudados alguns fatores de risco para o desenvolvimento de 

hepatotoxicidade devido a diferentes etiologias: 

Idade e gênero: a sensibilidade aos xenobióticos varia com a idade, considerado-se um fator 

de risco; a idade avançada aumenta a sensibilidade.82 A idade, segundo o Conselho de 

Organizações Internacionais de Ciências Médicas (CIOMS), no “Método de avaliação de 

causalidade Roussel Uclaf Causality Assessment Method” (RUCAM) classifica os pacientes com 
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mais 55 anos de idade como fator de risco. Por outro lado, o gênero feminino é o mais propenso a 

desenvolver hepatotoxicidade devido a diferenças hormonais.83-84 

Variação genética: polimorfismos de nucleotídeo único em vários genes e regiões 

denominadas Human Leucocyte Antigen (HLA) demonstraram ter um risco aumentado para DILI. 

A Associação genômica do Reino Unido (GWAS) identificou o genótipo HLA-B*5701 como o 

principal determinante da DILI com flucloxacilina. Já a Associação genômica europeia e americana 

demonstrou evidências de que os genótipos HLA DRB1*15:01 e DQB1*0602 desempenham papel 

na suscetibilidade à amoxicilina-clavulanato na DILI. O genótipo HLA-B*35:02 tem sido 

associado ao aumento do risco de minociclina em DILI, com uma frequência de portadores de 16% 

em casos de DILI em comparação com 0,6% no controle populacional. 85 A genotipagem de HLA 

pode aumentar potencialmente a precisão e a confiança no diagnóstico de DILI.86 

Álcool: considera-se um dos fatores de risco mais estudados para doença hepática. O 

consumo de álcool pode agravar ou aumentar a toxicidade associada à exposição ocupacional. O 

álcool, por meio de seu efeito indutor no sistema P450, leva à geração de radicais livres tóxicos 

que aumentam a probabilidade de dano hepático grave.87 O uso de álcool e a gestação foram 

incluídos na lista de fatores de risco do CIOMS/RUCAM. O álcool também é um indutor do 

CYP2E1 que desempenha um papel muito importante na formação de N-acetil-p-

benzoquinoneimina (NAPQI), um metabólito reativo responsável pela hepatotoxicidade do 

acetaminofeno; corroborando com a informação de alguns autores, que apontaram o álcool como 

preditor negativo de DILI.88 Há também uma maior incidência de DILI grave quando o álcool está 

associado com anabolizantes esteroides.89 

Doenças hepáticas pré-existentes: as comorbidades prévias podem aumentar o risco de 

DILI, um exemplo são os pacientes com doença hepática gordurosa metabólica (MAFLD), na qual 
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há um aumento no desenvolvimento de esteato-hepatite associada a tóxicos (TASH). Há evidências 

de que pacientes com MAFLD preexistente aumenta o risco lesão hepática aguda induzida por 

fármacos. 90 Em outras doenças, como hepatite viral, pode haver desenvolvimento de algum grau 

de dano hepático, como fibrose ou esteatose, levando à piora do prognóstico devido à exposição a 

produtos químicos.91 Uma grande porcentagem de pacientes, com comorbidades prévias e que 

necessitam utilizar diferentes drogas para controlá-las, têm uma suscetibilidade maior à 

hepatotoxicidade, pois os fármacos atuam sinergicamente com outros fatores de risco, levando à 

progressão da doença hepática.89 Outros estudos relataram uma alta taxa de doença hepática em 

pacientes com síndrome metabólica, esteato-hepatite não alcoólica (NASH), hipertensão arterial 

sistêmica (HAS) e vírus da imunodeficiência humana (HIV); esse último relacionado à terapia 

antirretroviral (TARV).92-93 

Diabetes e obesidade: a prevalência de comorbidades metabólicas (diabetes mellitus, 

esteatose hepática, obesidade e síndrome metabólica) tem aumentado gradativamente. Resultados 

de pesquisas pré-clínicas e clínicas indicam que as características das comorbidades metabólicas 

também são fatores que afetam o fenótipo e a progressão de DILI. Evidências limitadas sugerem 

que um índice de massa corporal (IMC) mais alto e comorbidades metabólicas (síndrome 

metabólica, diabetes mellitus tipo 2, obesidade e doença hepática gordurosa não alcoólica) 

contribuem para a apresentação clínica e o desenvolvimento de DILI.94-95 O acúmulo de gordura 

hepática pode reduzir a suscetibilidade à lesão tecidual se o fígado for exposto a estímulos 

prejudiciais (isquemia/reperfusão, endotoxinas bacterianas).96 No entanto, há poucos resultados de 

estudos clínicos que investiguem os efeitos das comorbidades metabólicas no risco de DILI. 97 

Uso de outros medicamentos: interações medicamentosas. As isoenzimas de citocromo 

P450 são responsáveis pelo metabolismo oxidativo na maioria dos fármacos e xenobióticos 
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relacionados ao ambiente de trabalho.82 Alguns medicamentos - como os antiepilépticos de 

primeira geração, conhecidos por sua capacidade de indução enzimática - podem causar a formação 

de metabólitos quimicamente reativos a outras substâncias químicas, o que aumenta o risco de 

toxicidade hepática.98 Alguns solventes orgânicos podem induzir um efeito sinérgico para o 

desenvolvimento de hepatite aguda grave. 99 

2.3.3 Testes para Avaliação de Toxicidade 

Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo, um desequilíbrio entre EROs e defesas antioxidantes em sistemas 

biológicos,100 pode desempenhar um papel importante nessas relações. 101 O excesso de EROs, 

como ânion superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio, promove a oxidação de 

lipídios, proteínas e DNA, levando a alterações genéticas ou epigenéticas, inflamação, dano celular, 

mutagênese e carcinogênese.102-104 As defesas antioxidantes incluem componentes enzimáticos e 

não enzimáticos mensurados em soro, eritrócitos ou plasma, para uso como marcadores indiretos 

do dano celular promovido pelo estresse oxidativo em humanos.105 Moléculas biológicas oxidadas 

de proteínas, lipídios e DNA também são utilizados como marcadores de estresse oxidativo.106 

Pesticidas podem induzir ao estresse oxidativo diretamente ou durante sua biotransformação, 

levando à produção de metabólitos reativos que geram EROs.107 A Figura 2 ilustra hipoteticamente 

a geração de EROs por pesticidas, ação do sistema antioxidante e modificações biológicas que 

podem ser rastreadas como biomarcadores de estresse oxidativo, que têm sido amplamente 

investigadas em trabalhadores agrícolas expostos cronicamente a pesticidas.108-110 No entanto, 

poucos estudos evidenciaram alterações nesses marcadores de estresse oxidativo associados a 

diferentes tipos de pesticidas. Embora os marcadores não tenham especificidade, alguns estudos 

sugeriram associações diferenciais dependendo do tipo de pesticida. 111-112 
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Figura 3. Estresse oxidativo produzido durante o metabolismo de pesticidas e possíveis 

vias de formação de biomarcadores selecionados. 

 

Genotoxicidade 

A definição de genotoxicidade é dada por meio de agentes ou substâncias que possuem a 

capacidade de danificar o DNA e os cromossomos da célula após sua interação. Tal alteração pode 

ser em sua estrutura ou função. Uma vez translocada para o núcleo, tornam-se capazes de ser 

transmitidas  entre um gene e outro, denominando-se mutações. As mutações gênicas são mudanças 

ocasionais que ocorrem nos genes, ou seja, é o procedimento pelo qual um gene sofre uma mudança 

estrutural. As mutações envolvem a adição, eliminação ou substituição de um ou poucos 

nucleotídeos da fita de DNA. Essas são a principal fonte de variabilidade genética em uma 

população, e desencadeiam o surgimento de doenças nos indivíduos e seus descendentes.113 O 

potencial mutagênico de um produto pode ser alterado por fatores exógenos, como os aditivos 

químicos e pesticidas, e também por fatores endógenos, como vitaminas, compostos fenólicos e 

alcaloides.114 Na avaliação da genotoxicidade, pode-se utilizar a análise de micronúcleos e ensaio 

cometa. A análise de micronúcleos tem como objetivo avaliar a capacidade de uma substância em 
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romper cromossomos (clastogenicidade) ou afetar a formação de placa em metáfase e/ou fuso 

mitótico, capaz de conduzir uma distribuição desigual dos cromossomos durante a divisão 

celular.115 

 

 

 

 

Figura 4 – Micronúcleo em sangue periférico.116 

A avaliação de ensaio cometa é utilizada para analisar as possíveis lesões genômicas que 

evoluem para mutações. Esse método possui uma alta sensibilidade para detectar danos ao DNA,117 

podendo ser também utilizado em estudo de reparação de DNA, biomonitoramento ambiental e 

provas de genotoxicidade.118 A técnica baseia-se na detecção de fragmentos de DNA  que, após a 

indução por eletroforese, migram se distanciando do centro nuclear a uma velocidade maior que a 

do DNA intacto, formando uma estrutura semelhante a uma cauda de cometa.119 

 

 

Figura 5 - Relação de danos ao DNA com escores atribuídos para o ensaio cometa – 

Score 0 (sem danos); Score 1 (dano pequeno); Score 2 (Dano médio); Score 3 (dano 

grave); Score 4 (dano gravíssimo) - Fonte: Silva e Cruz, 2012120 

 

Análise Bioquímica 
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O dano hepático em pessoas expostas a pesticidas ou a qualquer outro produto químico 

pode ser avaliado utilizando-se as enzimas AST e ALT, incluindo a análise de lesão hepática por 

fosfatase alcalina, bilirrubina e duas frações. Entretanto, esses biomarcadores não são específicos 

para a doença hepática tóxica.121 Devido às características clínicas e histopatológicas similares na 

lesão hepática em pacientes com hepatotoxicidade associada à exposição a substâncias químicas e 

à exposição a diferentes fármacos químicos, vem se utilizando os mesmos critérios bioquímicos 

para lesão hepática aguda e crônica em DILI.  

Histologia  

O dano hepático pode ser estabelecido mediante a avaliação histológica do fígado para a 

presença de esteatose, esteatohepatite não alcoólica, fibrose, entre outros. Entretanto, há poucos 

estudos na literatura que analisaram a histologia hepática na exposição a substâncias tóxicas como 

pesticidas. A exposição tóxica a diferentes substâncias está presente principalmente em doenças 

hepáticas ocupacionais, que muitas vezes podem ocorrer de maneira insidiosa com fenótipos 

atípicos de lesão hepática tóxica, que incluem esteatose, TASH, fibrose, cirrose e 

hepatocarcinoma.122 Evidenciou-se esteatose relacionada à exposição a solventes orgânicos e 

outros produtos químicos como primeira manifestação histológica da doença hepática gordurosa 

nessa situação e, posteriormente, evoluindo para infiltrado inflamatório, aumento de hepatócitos e 

em alguns casos, fibrose e cirrose. Esses achados são indistinguíveis da gordura do fígado.123-124 Já 

a fibrose pode estar presente após a exposição crônica a diferentes tóxicos por meio do 

desenvolvimento de hepatite crônica, necrose subaguda e lesão por esteatohepatite.125 

Marcadores de Exposição 
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A avaliação do monitoramento biológico tem se tornado uma importante ferramenta na 

prevenção sanitária, com a intenção de prevenir o desenvolvimento de qualquer patologia 

relacionada com a exposição a produtos químicos, incluindo aos pesticidas.126 Essa ferramenta se 

define como a medição e quantificação de substâncias químicas e de seus metabólitos em tecidos, 

fluidos corporais, secreções, ar exalado ou em qualquer combinação, para avaliar a exposição e o 

risco à saúde.127 A decomposição metabólica do Mancozebe tem como resultado a formação de 

dissulfeto de carbono (CS2), etilenotiouréia (ETU), manganês (Mn) e Zinco (Zn), sendo o ETU o 

principal metabólito urinário para a avaliação da exposição ao Mancozebe.128  

Uma revisão sistemática realizada por Dallagnol et al.129 demonstrou danos sistêmicos 

incluindo estresse oxidativo, genotoxicidade, elevação de enzimas hepáticas, parâmetros 

laboratoriais alterados e anemia em estudos experimentais, induzindo toxicidade através do 

Mancozebe (Tabela 2).
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Tabela 2: Estudos experimentais induzindo toxicidade pelo Mancozebe.
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3. JUSTIFICATIVA 

O Mancozebe é produzido comercialmente há décadas e várias evidências demonstraram 

seus efeitos toxicológicos. No entanto, até o momento, nenhum estudo explorou a influência deste 

composto na microbiota bacteriana intestinal. 
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4. QUESTÃO DE PESQUISA 

Exposição crônica ao Mancozebe pode alterar a microbiota bacteriana? 
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5. HIPÓTESE 

A exposição crônica do Mancozebe pode alterar a microbiota bacteriana em um modelo 

experimental. 
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6. OBJETIVOS 

6.1 Objetivo Geral 

Avaliar a influência do fungicida Mancozebe na microbiota intestinal bacteriana por meio 

de um modelo experimental. 

6.2 Objetivos Específicos  

Caracterizar a diversidade, a estrutura e a composição da microbiota bacteriana nos três 

grupos experimentais. 

Caracterizar a relação dose-dependente dos grupos expostos ao fungicida. 

Identificar alterações da microbiota bacteriana do controle em relação aos grupos de 

exposição ao fungicida (MZ1 e MZ2). 

Determinar quais grupos taxonômicos bacterianos estão relacionados à exposição ao 

Mancozebe. 

Identificar quantos e quais táxons bacterianos são compartilhados e quais são únicos em 

cada grupo experimental. 
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HIGHLIGHTS 

• Mancozeb changed the structure and composition of the gut microbiota in rats  

• Mancozeb increased the bacterial diversity regardless of the dose used 

• Mancozeb significantly increased the abundance of seven microbial taxa  

• Mancozeb significantly decreased the abundance of five microbial taxa 

• Mancozeb reduced the microbial co-occurrence network complexity 

 

ABSTRACT 

Mancozeb is a fungicide commonly used in pest control programs, especially to protect vineyards. 

Its toxicity has already been evidenced in several studies. However, its influence on the structure 

and diversity of the gut microbiota remains unknown. In this work, the adverse impact of Mancozeb 

on the intestinal microbiota was investigated using a rodent model. Adult male Sprague Dawley 

rats were randomized into three groups: Control (standard diet), MZ1 (Mancozeb dose: 

250mg/Kg/day), and MZ2 (Mancozeb dose:  500mg/Kg/day). After 12 weeks of the experiment, 

animals were euthanized, and feces present in the intestine were collected. After fecal DNA 

extraction, the V4 region of the 16S rRNA gene was amplified followed by sequencing in an Ion 

S5™ System. Alpha and beta diversity analysis showed significant differences between Control 

and Mancozeb groups (MZ1 e MZ2), but no difference between MZ1 e MZ2 was observed. Co-

occurrence analyses revealed that the topological properties of the microbial networks were 

significantly lower in both groups exposed to Mancozeb when compared to Control. In addition, 

seven genera significantly increased in abundance following Mancozeb exposure, while five genera 

decreased. In conclusion, the exposure to Mancozeb presented side effects by changing the 
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structure and composition of the microbiota in rats, increasing bacterial diversity regardless of the 

dose used, and reducing the microbial co-occurrence network complexity.   

Keywords: Pesticide; Toxicity; Experimental model; Microbiome; 16S rRNA; Network analysis 

 

GRAPHICAL ABSTRACT  

 

 

1. Introduction 

Mancozeb is a metal-containing ethylene bis-dithiocarbamate (EBDC) fungicide widely used in 

agriculture to control a broad variety of fungal infections (Gullino et al., 2010). It is a combination 

of two other dithiocarbamates Maneb and Zineb, being a complex mixture of the full manganese 

and zinc-complexed compound and its major metabolite, ethylene thiourea. As one of the most 

used fungicides in commercial use for several decades, Mancozeb is authorized on many crops, 

particularly vines, cereals, fruit, and vegetables. Due to the number of people potentially exposed 

to fungicide, it has been a major concern for ecotoxicology and public health. In humans, the risk 

of acute intoxication by high doses of Mancozeb is small and is mainly a concern for agricultural 

and industrial workers. However, the population at large can be exposed to Mancozeb and other 

fungicides through residues in food. In general, human exposure occurs by consuming 

contaminated plants, drinking water, and occupational exposure (Dall'Agnol et al., 2021). 
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Mancozeb has been shown to cause adverse health effects in both humans and experimental 

animals. In humans, Mancozeb exposure was strongly associated with an increased incidence of 

thyroid disease in female spouses of pesticide applicators (Goldner et al., 2010), a mild 

immunomodulating effect on vineyard workers (Corsini et al., 2005), and a moderate association 

between mancozeb exposure and neural tube defects in newborns from farmer families was 

observed (Nordby et al., 2005). Ethylene Thiourea (ETU), the main metabolite in Mancozeb, is 

classified as carcinogenic (Stadler et al., 2022). Higher ETU levels are also associated with adverse 

neurodevelopmental outcomes (van Wendel de Joode et al., 2016; Mora et al., 2018). In addition, 

occupational exposure to several fungicides has been linked to a higher risk for neurodegenerative 

diseases (Kamel and Hoppin, 2004; Parrón et al., 2011; Brouwer et al., 2017). The toxicity of 

Mancozeb has also been evidenced in several studies with different experimental models. In rats, 

Mancozeb has caused general toxicity, thyroid hormone dysfunctions, oxidative stress, alterations 

in biochemical and hematological parameters, as well as neurotoxic and reprotoxic effects 

(Axelstad et al., 2011; Ahmed et al., 2017; Bianchi et al., 2020). In addition, Mancozeb exposure 

is a risk factor for spontaneous abortion, maternal mortality, and defects in fetal development in 

rats and rabbits (Runkle et al., 2015). Moreover, it is strongly linked to mutagenic and carcinogenic 

risks due to its ability to induce genotoxic alterations in human ovarian cells (Yahia et al., 2019). 

In Caenorhabditis elegans, Mancozeb is lethal at doses experienced by farmers and sub-lethal 

doses lead to degeneration of neurons (Negga et al., 2011), behavioral dysfunction (Harrison Brody 

et al., 2013), inhibition of larval growth (Ruan et al., 2009), and induction of heat shock responses 

(Easton et al., 2001). Toxicological effects on Mancozeb have also been extensively reported in 

zebrafish (Vieira et al., 2020; Leandro et al., 2021; Wang et al., 2021) and in different in vitro 

cultured cell lines (Paro et al., 2012; Srivastava et al., 2012; Palmerini et al., 2018; Lori et al., 

2021).   

Among the adverse effects that Mancozeb may cause, dysbiosis is of primary relevance for host 

health, but its clinical implications were not yet characterized. Dysbiosis is a condition in which 

the gut bacteria become imbalanced, leading to a wide range of diseases including inflammatory 

bowel disease (IBD), obesity, allergic disorders, Type 1 diabetes mellitus, autism, obesity, and 

colorectal cancer in both human and animal models (DeGruttola et al., 2016; Belizário and 

Faintuch, 2018). Several recent studies have shown that fungicides can disrupt the functioning of 

the gut microbiota, affecting its composition and diversity (Xu et al., 2014; Jin et al., 2017; Meng 

et al., 2019; Yuan et al., 2019; Kong et al., 2020; Meng et al., 2021). In addition, specific bacteria 

in the gut can regulate metabolites and metabolic pathways, further affecting the health of the host 

(Liu et al., 2017; Djekkoun et al., 2021). Overall, these studies indicate that the gut microbiota may 

be one of the primary targets of fungicide-induced toxicity and that changes in the gut microbiota 

may be used as early indicators for monitoring the health risk of the host exposed to fungicides. 

Although Mancozeb has been commercially produced for decades and several pieces of evidence 

have demonstrated its toxicological effects, no study so far explored the influence of this compound 

on the gut microbiota. In this work, the adverse impact of Mancozeb on the intestinal microbiota 

was investigated using a rodent model. 
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2. Material and methods  

2.1. Animals 

Twenty-seven adult (60-days-old) male Wistar rats weighing 280–300 g were included in this 

study. The animals were divided into groups of three rats per polypropylene cage with sawdust-

covered floors and habituated to the maintenance room for two weeks before the start of the 

experiment. Rats were maintained on a standard 12 h light/dark cycle in a temperature-controlled 

environment (22 ± 2°C). All experiments and procedures involving the use of animals were 

approved by the Institutional Ethics Committee (Protocol number: 2020-0235). The procedures for 

the use of scientific animals were conducted in accordance with the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals, 8th ed. (National Research Council, 2011).  

2.2. Study design 

After acclimatization to the environment, the animals were randomized by weight into a control 

group (n = 9; Control) that received a saline solution (0.9% NaCl) administered by gavage, once a 

week, for 12 weeks and two intervention groups (n = 18) that received a dose of Mancozeb 

(Dithane® NT). Intervention group I (n = 9; MZ1) received a dose of Mancozeb the 

(250mg/Kg/day) and intervention Group II (n = 9; MZ2) received a dose of Mancozeb the 

500mg/Kg/day. The animals were weighed weekly during the experimental period. Animals in the 

study received a standard rodent diet (Nuvilab CR-1; Quimtia, Colombo, Brazil) with an energy 

value of 2.93 kcal/g. The diet consisted of 55.0% carbohydrates, 22.0% protein, 4.5% fat, and 

18.5% of other nutrients such as fibers and vitamins. The diet offered to the animals was replaced 

two days a week. All animals received water and food ad libitum during the experimental period. 

After 12 weeks of the experiment, all the animals were euthanized by cardiac exsanguination. Feces 

present in the intestine were collected aseptically, frozen in liquid nitrogen, and stored in a freezer 

at -80 ºC until the proposed evaluations were carried out. 

2.3. Mancozeb administration 

During the 12 weeks of experimental, all animals received gavage once a week, according to the 

experimental group. The control group received gavage with saline solution (0.9% NaCl). The 

MZ1 group received a dose of 250mg/Kg/day of Mancozeb dissolved in saline solution (0.9% 

NaCl) and MZ2 group received a dose of 500mg/Kg/day of Mancozeb. The maximum dose defined 

for this model was 500 mg/kg, based on the lethal dose of Mancozeb. That dose corresponds to 

1/10 of the lethal dose (Ahmed et al., 2017). This model proposed to mimetize the exposure of 

winegrowers who apply the fungicide between October and December annually, with a total of 

approximately 12 weeks of exposure.  

2.4. DNA extraction and 16S rRNA sequencing  

The genomic material was obtained from approximately 200 mg of fecal sample with an 

appropriate commercial kit (QIAmp DNA Stool Mini kit, Qiagen, Hilden, Germany) following the 

manufacturer's instructions. At the end of the DNA extraction, an average of 5-10 μg of genomic 

material was obtained. The hypervariable V4 region from rRNA gene was amplified through PCR 
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using genomic DNA (approximately 50 ng per reaction) and the following primer pair: 515F (5'-

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') and 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). To pool 

different samples in the same reaction, we used the primer-fusion method, and each sample had a 

distinct barcode attached to the corresponding PCR product. The amplification was performed 

using Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). PCR was 

conducted under the following conditions: 95℃ for 600 s and thereafter 30 cycles of 95℃ for 30 s, 

57℃ for 30 s and 72℃ for 60 s with a final extension of 72℃ for 60 s. The products were verified 

through electrophoresis in an agarose gel, purified with AMPure XP PCR Purification Kit 

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), quantified using Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), and subjected to emulsion PCR using Ion Chef™ System (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). After, the resulting enriched beads were sequenced in Ion S5™ 

System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) using Ion 510™ Chip Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Of the 27 samples, five (H02, H03, H10, H15, H21) could not be 

sequenced and, therefore, were not included in the study. The raw data of high-throughput 

sequencing is available at the NCBI GenBank Sequence Read Archive (SRA) under accession 

number PRJNA858855. 

2.5. Bioinformatics analysis 

The sequence data exported from the Ion S5™ System was processed using a custom pipeline in 

Mothur v.1.47.0 (Schloss et al., 2009). Initially, sequences were depleted of barcodes and primers 

(where no mismatch was allowed), and then a quality filter was applied to eliminate low-quality 

reads. Quality control was conducted by trimming the low-quality reads, those with incorrect 

length, those containing an ambiguous base, or containing homopolymers longer than 8 bp. All 

potentially chimeric sequences were identified and removed using VSEARCH (Rognes et al., 

2016). 

After these initial quality filtering and trimming steps, the remaining sequences were clustered into 

operational taxonomic units (OTUs) based on a 99% identity level and were classified against the 

SILVA v138 reference database at 97% similarity. Sequences that could not be classified (i.e., 

“unknown” sequences), as well as sequences identified as eukaryotes, mitochondria, and 

chloroplasts were removed prior to further analysis. After all filtering steps, the resulting OTU 

table was composed of 763.944 sequences, with an average of 34,724 sequences per sample (Table 

S1). The resulting OTU table was rarefied to the smallest library size. Subsequent analyses of the 

sequence dataset were performed in R v. 4.0.0 (using vegan, phyloseq, ggplot2, and 

MicrobiomeAnalystR packages). 

2.6. Microbial community and statistical analysis  

Alpha diversity was assessed using the number of observed taxa as well as the Simpson and 

Shannon indexes. For overall comparison of significant differences among bacterial communities 

(i.e., beta diversity), principal coordinates analysis (PCoA) was performed. A matrix using the 

Bray–Curtis dissimilarity metric was calculated for each pair of samples. To achieve statistical 

confidence for the sample grouping observed by PCoA, the ANOSIM multivariate test was 
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performed on the distance matrix. Venn dendrogram was generated using InteractiVenn (Heberle 

et al., 2015). 

To identify differentially abundant taxa at the phylum, family, and genus level, the linear 

discriminant effect size (LEfSe) method was performed (Segata et al., 2011). The algorithm 

performs a nonparametric factorial Kruskal–Wallis sum rank test and linear discriminant analysis 

(LDA) to determine statistically significant different features among taxa and estimates the effect 

size of the difference. Differences were considered significant for a logarithmic LDA score 

threshold of ±2.0 and P < 0.05. 

2.7. Network Analysis 

Co-occurrence network analyses were performed using SparCC from the raw count OTU table 

(Friedman and Alm, 2012). Ten interactions were used to estimate the median correlation of each 

pairwise and the statistical significance of the correlations was calculated by bootstrapping with 

100 iterations. SparCC correlations with a magnitude of 0.8 and statistical significance (p < 0.05) 

were incorporated into the network analyses. The nodes in the reconstructed networks represent 

the genera, whereas the edges (that is, connections) correspond to correlation between nodes. To 

describe the topology of the resulting network, four main centrality measures (i.e., Modularity, 

Clustering Coefficient, Graph Density, and Degree Centrality) were calculated, and the network 

was visualized using the interactive platform Gephi (Bastian et al., 2009). 

3. Results 

3.1. Animal body weight 

The body weight of animals exposed to both doses of Mancozeb was significantly lower when 

compared to Control (Figure S1) (P = 0.006). However, no difference was observed between MZ1 

and MZ2. 

3.2. Microbial diversity 

The number of observed taxa, Simpson, and Shannon indexes were used to evaluate the impact of 

Mancozeb on the alpha diversity of the gut microbiota (Fig. 1). All indices were significantly higher 

in both treatment groups when compared to Control (P = 0.03, P = 0.01, and P = 0.01 for observed 

taxa, Simpson, and Shannon, respectively); however, no difference was observed between MZ1 

and MZ2.  
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Figure 1. Alpha diversity analysis according to different metrics. Observed (A), Simpson (B), Shannon (C). 

Statistical confidence for the sample grouping was accessed using permutational multivariate analysis of variance 

(PERMANOVA). 

 

Principal coordinates analysis (PCoA) analysis based on Bray–Curtis metric was used to determine 

the clustering of samples and to better understand similarities and differences among the bacterial 

community structures (Fig. 2). The analysis showed a separation between Control and the treatment 

groups, which was confirmed by ANOSIM (P = 0.01). 
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Figure 2. Principal coordinates analysis (PCoA) of the bacterial community structures based on Bray–Curtis 

distance. Samples were colored according to the treatment group: Control, MZ1, and MZ2. 

 

3.3. Microbial composition 

In terms of composition 103 genera, 64 families, and 10 phyla were observed. Among them, 

Firmicutes (73%), Bacteroidetes (24%), Cyanobacteria (1%), and Campylobacterota (1%) were the 

most abundant phyla in all samples (Figure S2A). The other phyla together summed 1% in 

abundance. In total, three phyla were differentially abundant among groups according to Lefse 

analysis (Fig. Firmicutes and Campylobacterota were differentially abundant in Control (Fig. 3A), 

while Bacteroidota was differentially abundant in MZ1 and MZ2 (Fig. 3B).  



 

51 
 

Figure 3. Lefse analysis at the phylum level. Phyla taxa differentially abundant in Control (A) and MZ1/MZ2 (B). 

Statistical confidence was assessed using the Kruskal-Wallis test. Taxa were ranked by LDA score. Differences were 

considered significant with a logarithmic LDA score threshold of ±2.0 and P < 0.05 

 

Among the 64 families, 13 presented an abundance higher than 2% (Supplementary Fig. 2B), with 

10 being differentially abundant among samples (Fig. 4). Lactobacillaceae, Helicobacteraceae, an 

unclassified member of Clostridia, and an unclassified member of Oscillospirales were 

differentially abundant in Control (Fig. 4A); Bacteroidaceae, Oscillospiraceae, and 

Muribaculaceae were differentially abundant in MZ1 and MZ2 (Fig. 4B); Ruminococcaceae and 

unclassified families of Bacteroidales and Bacillales were differentially abundant only in MZ1 

(Fig. 4C). No taxa family was differentially abundant only in MZ2. 
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Figure 4. Lefse analysis at the family level. Family taxa differentially abundant in Control (A), MZ1/MZ2 (B), and 

MZ1 (C). Statistical confidence was assessed using the Kruskal-Wallis test. Taxa were ranked by LDA score. 

Differences were considered significant with a logarithmic LDA score threshold of ±2.0 and P <0.05. 

 

Among the 103 genera, 14 presented an abundance higher than 2% (Supplementary Fig. 2C), with 

12 being differentially abundant among samples (Fig. 5). Helicobacter, Lactobacillus, as well as 

unclassified members of Lachnospiraceae, Clostridia, and Oscillospirales were differentially 

abundant in Control (Fig. 5A); Bacteroides, Paraclostridium, and unclassified members of 

Bacteroidales and Muribaculaceae were differentially abundant in MZ1 and MZ2 (Fig. 5B). 

Ruminococcus, Ruminococcaceae UCG_005, and an unclassified member of Bacillales were 

differentially abundant only in MZ1 (Fig. 5C). No taxa genus was differentially abundant only in 

MZ2. 
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Figure 5. Lefse analysis at the genus level. Genus taxa differentially abundant in Control (A), MZ1/MZ2 (B), and MZ1 

(C). Statistical confidence was assessed using the Kruskal-Wallis test. Taxa were ranked by LDA score. Differences 

were considered significant with a logarithmic LDA score threshold of ±2.0 and P < 0.05.  

3.4. Shared and unique microbiota 

A total of 74 taxa at the genus level were shared by the three groups (Fig. 6). Three genera were 

unique to Control, seven to MZ1, and three to MZ2 (Table S2). In addition, 12 genera were 

exclusively shared between MZ1 and MZ2, while Control only shared three genera with MZ1 and 

one with MZ2 (Table S3). 
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Figure 6. Venn diagram showing unique and shared taxa at the genus level among the groups (Control, MZ1, and 

MZ2). 

3.5. Network Analysis 

The co-occurrence networks were constructed to explore the interaction patterns of the microbial 

communities in the three groups (Fig. 7). In Control, the co-occurrence network presented a 

clustered structure (Modularity=0.433 and Clustering Coefficient = 0.202), with high Graph 

Density (0.058) and Degree Centrality (4.316) when compared to MZ1 and MZ2 (Fig. 7A, Table 

S4). On the other hand, the topological properties of the networks were significantly lower in both 

groups exposed to Mancozeb, especially for MZ1 (Fig. 7B). In MZ1, the Clustering Coefficient 

was 3x lower when compared to Control (i.e., 0.065), while the Degree Centrality was nearly 5x 

lower (i.e., 0.891) and the Graph Density was 8x lower (i.e., 0.007). No major differences were 

observed between the percentage of positive and negative interactions. Based on the topological 

properties of the networks, these results suggest that exposure to Mancozeb reduces the microbial 

community network complexity, despite the increase in diversity observed in Fig. 1. This reduction 

in complexity means a microbial community less clustered and more modular (as observed by the 

lower Clustering Coefficient values and higher Modularity), and with each microbial genera 

making fewer interactions with other taxa in the network (as observed by the Degree Centrality). 
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Figure 7. Co-occurrence network at the genus level. Nodes and edges were colored according to their modularity 

class, i.e. groups of nodes more densely connected with each other than the rest of the network. Figure S3 presents 

the same networks with notes colored according to their phyla and edges colored as positive or negative 

interactions. 

 

4. Discussion 

In recent years, an increasing number of evidence have proven that environmental compounds 

including pesticides could significantly induce changes in the gut microbiota, with major negative 

health impacts on the host (Duperron et al., 2020; Meng et al., 2020; Djekkoun et al., 2021). 

Previous studies have indicated extensive developmental and metabolic interferences caused by 

Mancozeb exposure in different animal models and humans (Yahia et al., 2019; Dall'Agnol et al., 

2021; Leandro et al., 2021). Additionally, as a fungicide, Mancozeb could potentially influence the 

gut microbiota, although no study has tackled this issue so far. 

To address this knowledge gap in Mancozeb toxicology, we took advantage of recent progress in 

high-throughput omics technologies, which have been used to evaluate the molecular composition 

of the microbiota at different taxonomic levels. Our results provide initial evidence that exposures 

to the commonly used fungicide Mancozeb can modify the gut microbiota in a rodent model. In 

addition to major changes in alpha and beta diversity, modifications in the composition of the 

microbiota at different taxonomic levels were also observed. Since no difference was observed 

between both tested doses, our results do not show a dose-response relationship as expected by 

most toxicological studies, which could be in part explained by the resilience of the gut microbiota. 

Interestingly, exposure to Mancozeb increased the diversity of the gut microbiota of rats, being 

reflected by a significantly higher value for all three metrics used in this study. Each metric used 

reflects a different measure of microbial richness and diversity, which highlights the robustness of 

our surprising results. While observed taxa are simple the total count of different bacterial taxa 

observed in each sample, Simpson and Shannon indexes consider the whole microbial community. 
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In fact, increased alpha diversity indexes were also observed in other studies using animals exposed 

to fungicides (e.g., Propamocarb and Vinclozolin, (Zhang et al., 2019; Kang et al., 2022)) or other 

environmental pollutants (e.g., lead and cadmium, (Xia et al., 2018; Ya et al., 2020)). However, no 

previous study has provided a reasonable explanation for these results, nor have they considered 

the influence of the gut mycobiome. 

Here, we hypothesize that the increase in bacterial diversity may be mainly explained by a potential 

effect of the fungicide on the gut mycobiome. Exposure to Mancozeb could then directly affect the 

fungal community resident of the gut and decrease its population, which in turn would open new 

niches for bacterial proliferation in the host. This interesting hypothesis highlights the need for 

further studies focused on understanding the impact of Mancozeb and other fungicides on the host 

mycobiome, an area of research not yet explored. In fact, the mycobiota has only been recently 

studied, but several pieces of evidence have already demonstrated that the fungal community has 

a significant impact on host health and is associated with different pathological conditions (Li et 

al., 2019; Richard et al., 2019). Although fungi and bacteria interact directly with one another or 

indirectly via the host response, the mechanistic ways they may intercommunicate still is little 

known (Krüger et al., 2019; Santus et al., 2021). For these reasons, understanding how fungal-

bacterial interactions impact the host after exposure to fungicides will be essential to ecotoxicology 

and public health. 

Linear discriminant analysis was used to identify specific taxa that significantly differed after 

exposure to Mancozeb. While the abundance of Firmicutes and Campylobacterota decreased, 

Bacteroidota increased. Firmicutes and Bacteroidota are two dominant phyla representing together 

90% of the total gut microbial community. The Firmicutes and Bacteroidota ratio has been 

suggested to be an important index of the health of gut microbiota. This ratio is known to be 

associated with different pathological states including obesity and metabolic syndrome (Woting 

and Blaut, 2016). Firmicutes is more effective in extracting energy from food than Bacteroidota, 

thus promoting more efficient absorption of calories and a decrease in the abundance of this phylum 

has been correlated with a loss of animal body mass (Giambò et al., 2021). In our study, a 

significant loss of body mass was observed in MZ1 and MZ2, those groups where Firmicutes was 

decreased. Although Campylobacterota is a less abundant and diverse phylum, it includes 

Helicobacter, an important genus of the gut microbiota. 

At the genus level, seven taxa were selectively enriched following Mancozeb exposure. 

Interestingly, MAFLD patients have increased concentrations of Bacteroides and Ruminococcus 

(Valentin-Cortez et al., 2022), which may indicate a relationship between gut dysbiosis with liver 

damage after exposure to fungicides. Indeed, previous studies have demonstrated that changes in 

gut microbiota may be early signs of liver toxicity induced by fungicides (Xu et al., 2014; Meng et 

al., 2021). In addition, hepatic metabolic disorders caused by environmental pollutant exposure are 

usually closely related to changes in gut microbiota (Jin et al., 2017; Xia et al., 2018; Zhang et al., 

2019; Bao et al., 2020). Paraclostridium, on the other hand, is a less known member of the gut 

microbiota, but our results indicate that further studies to better characterize this genus are needed. 

Members of Bacillales and Bacteroidales (which also includes the genus Bacteroides and the 
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family Muribaculaceae) have been associated with experimental and clinical studies on alcoholic 

liver disease (Fukui, 2015). 

Regarding those five genera that decreased after exposure to Mancozeb, Lactobacillus and the 

Clostridia members (which includes the unclassified taxa of Lachnospiraceae and Oscillospirales) 

are key taxa of the microbiome, well known for their beneficial impact on gut health. Some of the 

most extensively studied and widely used probiotic strains of bacteria are members of the 

Lactobacillus genus (Jeong et al., 2022). The genus Helicobacter also includes commensal gut 

species, even if some species can be pathogenic (e.g., Helicobacter pylori). 

Although the abundance and composition of the gut microbiota changed following Mancozeb 

treatment, 74 genera were shared by all three groups, which suggests they may be resistant to 

fungicide exposure. MZ1 presented with the highest number of unique genera (i.e., seven). In 

addition, Control only shared one and three genera exclusively with the treatment groups, while 

MZ1 and MZ2 shared 12 between them, suggesting that exposure to the fungicide also increases 

the number of rare/unique bacterial taxa.  

Microbes form complex social-interaction networks, which are critical for maintaining the stability 

of microbial communities in response to external perturbations (Banerjee et al., 2019; Jiao et al., 

2019a). In this study, we found that exposure to Mancozeb reduced the microbial co-occurrence 

network complexity. While no other similar study was performed on gut samples, it has also been 

reported in soils studies that exposure to pesticides leads to a weak effect on soil microbial diversity 

but there are major changes in the microbial networks (Fournier et al., 2020; Zhang et al., 2021). 

In this regard, microbial network complexity may be used as a potential indicator for assessing the 

effect of fungicides on the gut microbiota. 

While is it almost impossible to recreate exact human exposure to any environmental chemical 

compound, we tried to resolve this issue by calibrating the dose to achieve similar exposure to 

humans. In especial, the model proposed to mimetize the exposure of winegrowers who apply the 

fungicide between October and December annually, with a total of approximately 12 weeks of 

exposure. Gavage is preferred over other routes of exposure to environmental chemicals when low 

doses are used because it is not possible to define with precision the true intake when chemicals 

are mixed into food or drinking water ad libitum. This strategy is an advantage when compared to 

most studies that examine the effect of a pesticide on the gut microbiota of a rodent model (mice 

or rats), as the drug is usually administered by the oral route using drinking water or feed in such 

studies. In addition, the microbiota is generally determined in fecal pellets, whereas only in a few 

cases the intestinal content is directly examined. Furthermore, the mice or rats are usually exposed 

to much higher doses of fungicide (1000-1500 mg/kg/day), which are not comparable to real-life 

human exposure (Gambarte and Wolansky, 2022). 

Although the doses used in this study (i.e., 250 and 500 mg/kg/day) might still be higher than the 

dosage ordinary people can be exposed to, agricultural and industrial workers are of primary 

concern given their continuous exposure to the fungicide for long periods of time, when the major 

routes of exposure are the skin or through inhalation during spray application of the product. While 

some recent real-life field studies have been performed to estimate the dose of Mancozeb absorbed 
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by agricultural pesticide applicators (Mandic-Rajcevic et al., 2018; 2019; 2020), they are based on 

a group of low-exposed and well-protected workers, which is common for Europe, but quite 

different from the exposure in some developing countries. In tomato farms from Central Uganda, 

it was observed that none of the farmers used personal protection equipment during the application 

of Mancozeb, which could be attributed to the low level of awareness about the toxicity of this 

fungicide and the sheer lack of personal protective equipment (Kaye et al., 2015). The study also 

showed that farmers applied 3 to 6 times more Mancozeb than recommended by the manufacturers. 

Furthermore, the observed pre-harvest interval after application of Mancozeb was 1–2 days as 

opposed to 3–7 days set by manufacturers. All the tomato samples analyzed had detectable 

concentrations of Mancozeb residue, from farm to market, a piece of evidence also observed in 

other studies (Ssemugabo et al., 2022). Noteworthy, a relationship has been reported between the 

intake of Mancozeb-treated vegetables and its harmful effects on the liver of rats (Adjrah et al., 

2013). In the Democratic Republic of Congo, tomato samples were found to have Mancozeb 

residues which exceeded by 24% the maximum residue limits stipulated by the European Food 

Safety Authority, with a maximum of 3.25 mgCS2/kg (Kavatsurwa et al., 2014). In Brazil, 60.8% 

of the 520 samples from 9 crops had detectable dithiocarbamate levels ⩾ 0.10 mgCS2/kg, with a 

maximum of 3.8 mg CS2/kg (Caldas et al., 2004). In Uganda, the most contaminated farm in a 

study had a mean dithiocarbamate concentration of 7.7 mg CS2/kg (Atuhaire et al., 2017). These 

results indicate that human exposure to the fungicide Mancozeb in some developing countries may 

be excessively high. Nevertheless, further studies using lower doses or doses at environmentally 

relevant concentrations of the fungicide should be tested to better understand the threshold of 

Mancozeb toxicity and the related changes to molecular, physiological, and microbiological 

aspects of the host. 

In addition to mimetize the human exposure to the fungicide, this rodent model could also be used 

as a baseline reference for assessing environmental risks in wild animals. Fungicides can affect 

different parameters of the animal microbiota, from general diversity metrics to changes in specific 

taxa, and modify the microbial community of various organisms, from insects to mammals, thereby 

threatening animal life and health. Indeed, recent studies have shown that several pesticides in 

doses that are considered safe can change the gut microbiota of wild animals (Evariste et al., 2019; 

Syromyatnikov et al., 2020). 

Lastly, only male rats were used in this investigation, so any gender-specific effects on the 

microbiome could not be addressed. It is known that male and female humans and animals can 

have different microbiome profiles due to the different endocrinology of the sexes. In addition, the 

host-microbiome interaction may happen differently between sexes. Growing evidence has shown 

that Mancozeb exposure in experimental models is a risk factor for spontaneous abortion, fetal 

malformations, and maternal mortality (Bianchi et al., 2020). Thus, future preclinical microbiome 

studies including both males and females should be performed to investigate a potential gender-

specific effect of Mancozeb on the gut microbiota. 

5. Conclusions 
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In this study, we were able to demonstrate that the commonly used fungicide Mancozeb induced 

changes in the gut microbiota of rats. In especial, the exposure to Mancozeb presented side effects 

by changing the structure and composition of the gut microbiota, increasing bacterial diversity 

regardless of the dose used, and reducing the microbial co-occurrence network complexity. In 

addition, seven genera significantly increased in abundance following Mancozeb exposure, while 

five genera decreased. Since understanding how fungal-bacterial interactions impact the host after 

exposure to fungicides is essential to ecotoxicology and public health, further studies should focus 

on understanding the impact of Mancozeb and other fungicides on the host mycobiome, an area of 

research not yet explored. 
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8. CONCLUSÃO 

Neste estudo, pudemos demonstrar que o fungicida comumente utilizado, o Mancozebe, 

induziu a alterações na microbiota bacteriana intestinal de ratos em doses mimetizadas à exposição 

humana. Além disso, a exposição ao Mancozebe apresentou efeitos na microbiota bacteriana, 

alterando sua estrutura e composição, bem como aumentando a diversidade bacteriana 

independentemente da dose utilizada. Sete gêneros aumentaram significativamente em abundância 

após a exposição ao Mancozebe, enquanto que cinco gêneros diminuíram. O aumento na 

diversidade bacteriana é explicado por um efeito potencial do fungicida na micobiota intestinal, 

diminuindo sua população e consequentemente aumentando a proliferação bacteriana no 

hospedeiro.  
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

Embora fungos e bactérias interajam diretamente entre si ou indiretamente por meio da 

resposta do hospedeiro, as formas mecânicas pelas quais podem se comunicar ainda são pouco 

conhecidas. Por essas razões, entender como as interações entre fungos e bactérias impactam o 

hospedeiro após a exposição a fungicidas será essencial para a ecotoxicologia e à saúde pública. 

Faz-se necessária a elaboração de um estudo futuro - o qual tem previsão de início breve - 

o qual terá como objetivo avaliar a correlação entre os marcadores de hepatotoxicidade (estresse 

oxidativo, genotoxocidade, análise bioquímica e hematológica, indicador biológico de exposição e 

histologia) com a análise da microbiota bacteriana, a fim de compreender melhor quais os 

mecanismos envolvidos nas interações propostas.  

Este estudo atingiu os objetivos propostos e está sendo utilizado como base para um estudo 

clínico que avaliará os efeitos tóxicos do Mancozebe em agricultores expostos ao pesticida, 

incluindo a análise dos marcadores de hepatotoxicidade, microbioma bacteriano e micobioma.  
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