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RESUMO

O fungicida mancozebe, ao longo dos anos, tem sido utilizado em larga escala na

proteção de monoculturas. O uso intensivo de pesticidas leva a contaminação de

matrizes ambientais, como a água. Estudos anteriores demonstram que o

mancozebe pode exercer efeitos pró-oxidantes através da formação de espécies

reativas de oxigênio. Tendo em vista o fato de que organismos aquáticos são

dependentes do equilíbrio redox para regular processos essenciais ao seu

desenvolvimento, qualquer fator que altere esse equilíbrio pode resultar em prejuízos

no desenvolvimento normal desses organismos. Dessa forma, o fungicida pode

causar danos aos ecossistemas aquáticos que são particularmente vulneráveis à

contaminação por pesticidas. Neste sentido, buscamos com este trabalho avaliar

biomarcadores comportamentais e bioquímicos frente à exposição a concentrações

ambientalmente relevantes de mancozebe durante o desenvolvimento embrionário

de peixe-zebra. Embriões de 4 horas pós-fertilização (hpf) foram expostos a

Mancozebe 96% nas concentrações de 5, 10 e 20 µg/L, mantendo um grupo

controle. A toxicidade do composto foi avaliada através de parâmetros

comportamentais e bioquímicos em 24, 72 e 168 hpf. Os resultados obtidos

demonstraram que o mancozebe alterou significativamente a taxa de eclosão, o

movimento espontâneo dos embriões (24 hpf), inferiu dano a respostas motoras de

escape e a capacidade natatória (72 hpf), afetou o comportamento exploratório das

larvas (168 hpf) e foi responsável por um aumento na geração de espécies reativas

de oxigênio também em larvas (72 hpf). Dessa forma, o mancozebe, em baixas

concentrações, foi capaz de alterar parâmetros comportamentais e causar um

aumento de espécies reativas de oxigênio em peixe-zebra em desenvolvimento

embrionário. Ressaltamos que os efeitos comportamentais induzidos por

mancozebe ocorreram em tempos de exposição anteriores em comparação com as

alterações bioquímicas, portanto, apontando para as análises comportamentais

como ferramentas sensíveis à detecção precoce dos efeitos causados pela

contaminação por produtos agrícolas, uma vez que se manifestam anteriormente

aos parâmetros bioquímicos.

Palavras-chave: embriotoxicidade; ecotoxicologia; ditiocarbamatos; fungicida.
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ABSTRACT

The mancozeb fungicide, over the years, has been used in a large scale in the

protection of monocultures. The intensive use of pesticides leads to contamination of

environmental matrices such as water. Previous studies have demonstrated that

mancozeb can exert pro-oxidant effects through the formation of reactive oxygen

species. In view of the fact that aquatic organisms are dependent on the redox

equilibrium to regulate processes essential to their development, any factor that

alters this balance may result in damage to the normal development of these

organisms. In this way, the fungicide can cause damage to aquatic ecosystems that

are particularly vulnerable to pesticide contamination. In this sense, we seek to

evaluate behavioral and biochemical biomarkers against exposure to environmentally

relevant concentrations of mancozeb during the embryonic development of zebrafish.

Embryos of 4 hours post-fertilization (hpf) were exposed to Mancozebe 96% at

concentrations of 5, 10 and 20 μg / L, maintaining a control group. The toxicity of the

compound was evaluated by behavioral and biochemical parameters at 24, 72 and

168 hpf. The results showed that mancozeb significantly altered the hatching rate,

the spontaneous movement of the embryos (24 hpf), inferred damage to escape

motor responses and the swimming capacity (72 hpf), affected the exploratory

behavior of the larvae (168 hpf) and was responsible for an increase in the

generation of reactive oxygen species also in larvae (72 hpf). Thus, mancozeb, at low

concentrations, was able to alter behavioral parameters and cause an increase of

reactive oxygen species in zebrafish in embryonic development. We emphasize that

the behavioral effects induced by mancozeb occurred at previous exposure times in

comparison with biochemical alterations, thus pointing to behavioral analyzes as

tools sensitive to the early detection of the effects caused by contamination by

agricultural products, since they manifest themselves previously than biochemical

parameters.

Keywords: embryotoxicity; ecotoxicology; dithiocarbamates; fungicide.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Agricultura e Pesticidas

O rápido crescimento do setor industrial, o aumento da população global e,

consequentemente, maior demanda por exportação de alimentos, afetaram

significativamente o mercado de produção agrícola brasileiro nos últimos anos

(KNIIVILA, 2007). Atualmente, o Brasil é um dos maiores produtores agropecuários

do mundo e o segundo país que mais exporta esses produtos, principalmente devido

a extensa área de plantio do país, desempenhando uma função importante na

economia (PIGNATI et al., 2017).

Para manter a produção, este setor utiliza intensivamente insumos químicos,

como fertilizantes e agroquímicos (PIGNATI et al., 2017). Os agroquímicos ou

pesticidas são produtos que englobam uma vasta gama de substâncias químicas,

especificamente projetados para o controle de pragas, ervas daninhas ou doenças

de plantas (BOLOGNESI, 2003; PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003). Sua aplicação

ainda é a mais efetiva e aceita para a proteção das plantações e contribui

significativamente para o aumento e rendimento da produção agrícola em larga

escala (BOLOGNESI, 2003). Os pesticidas são classificados de acordo com o tipo

de praga que controlam, a estrutura química das substâncias ativas e os efeitos que

causam à saúde humana e ao meio ambiente (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).

O mercado brasileiro de agroquímicos expandiu rapidamente na última

década, em um ritmo de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo

mercado global, o que coloca o Brasil em primeiro lugar no ranking mundial de

consumidores de desses produtos (RIGOTTO et al., 2014; PIGNATI et al., 2017). De

acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renováveis (IBAMA) (2016), a venda de agroquímicos no Brasil no ano de 2016 foi

três vezes maior em relação ao ano de 2000, quando considerada a quantidade, em

toneladas, de ingrediente ativo comercializado.

Apesar dos bons resultados na produção devido ao uso de pesticidas na

agricultura, seu uso é geralmente acompanhado de efeitos deletérios prolongados

ao ambiente (ZACHARIA, 2011). Os pesticidas são contaminantes ambientais de

alta toxicidade biológica capazes de prejudicar também as formas de vida que não

são as suas espécies-alvo (ZACHARIA, 2011), principalmente devido a forma de
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aplicação desses produtos que, por meio da pulverização nas extensas áreas de

cultivo, atingem todas as matrizes ambientais (IBGE, 2015; PIGNATI et al., 2017).

Estima-se que aproximadamente 90% da aplicação de pesticidas agrícolas nunca

atinja seus organismos-alvo, o que resulta no acúmulo de seus resíduos e

metabólitos no solo em níveis muito altos, de forma que se tornam persistentes,

móveis e tóxicos, pois tendem a acumular-se no solo e na biota (ORTIZ-

HÉRNANDEZ et al., 2011). Uma vez dispersos no ambiente, os pesticidas estão

sujeitos a processos de transporte, como escoamento superficial e lixiviação (Figura

1), que são capazes de contaminar as águas (IBGE, 2015). O escoamento

superficial favorece a contaminação das águas superficiais através do transporte do

pesticida que permanece adsorvido às partículas do solo erodido. Já a lixiviação

conduz as moléculas de pesticida para camadas profundas do solo, podendo atingir

e, assim, contaminar as massas subterrâneas de água e, portanto, os seres vivos

que as têm como hábitat (PIGNATI et al., 2017; QUEIROZ et al., 2011).

Figura 1. Lixiviação e escoamento superficial. Através da aplicação aérea e terrestre,
os pesticidas entram em contato com o solo, onde podem sofrer processos de

escoamento superficial e lixiviação, contaminando os corpos d’água e interferindo no
ciclo da água.

Fonte: goo.gl/LMwyoR.

Dessa forma, as propriedades físico-químicas dos agroquímicos, bem como a

quantidade e a frequência de uso, métodos de aplicação, características bióticas e
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abióticas do ambiente e as condições meteorológicas, determinarão qual será o

destino e permanência dos agrotóxicos no ambiente (BORSOI et al., 2014). Assim,

torna-se importante a regulação de tais insumos no meio ambiente, principalmente

no meio aquático. No Brasil, o controle de agrotóxicos permitidos no meio ambiente

é normatizado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e pelo

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). A resolução nº 430/CONAMA de

13 de maio de 2011 estabelece limites máximos de contaminantes potencialmente

prejudiciais em águas doces, salinas e salobras dependendo de seu destino. Esses

teores constituem-se em limites individuais para cada substância que não poderão

conferir às águas a capacidade de causar efeitos letais ou alteração de

comportamento, reprodução ou fisiologia da vida (BRASIL, 2011).

Apesar disso, a contaminação ambiental pelo acúmulo de agroquímicos pode

ocasionar em consequências significativas para as comunidades de seres vivos que

compõem o ecossistema até mesmo em concentrações ambientais (BORSOI et al.,

2014; DEWER et al., 2016). Essa contaminação está diretamente associada ao

contato direto das espécies não-alvo com as plantas, solo e água contaminados com

os insumos agrícolas. Além disso, agravos à saúde da população também tem sido

relacionados com a contaminação por pesticidas, principalmente após a exposição

ocupacional de trabalhadores rurais (KHAN; DAMALAS, 2015; GANGEMI et al.,

2016) e resíduos de pesticidas na alimentação (DU et al., 2017; LU et al., 2015).

1.2 Carbamatos e Ditiocarbamatos

Os carbamatos são compostos derivados do ácido carbâmico que foram

introduzidos como pesticidas no início do ano de 1950 e, desde então, são

amplamente utilizados no controle de pragas das plantações (Figura 2) (STRUGER

et al., 2016; SORIANO et al., 2001). São considerados de alta eficácia, visto que são

capazes de inibir de forma reversível a enzima acetilcolinesterase no sistema

nervoso das suas espécies-alvo, de forma que tem amplo espectro de atividades

biocidas, podendo atuar como inseticidas, fungicidas e herbicidas (SORIANO et al.,

2001; DHOUIB et al., 2016; STRUGER et al., 2016).

Figura 2. Estrutura geral de um pesticida carbamato, onde R1, R2 e R3 podem
ser diferentes tipos de cadeias laterais.
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Fonte: DHOUIB et al., 2016.

Devido às suas propriedades específicas, como sua alta solubilidade em água

e tendência à lixiviação (SORIANO et al., 2001), os pesticidas carbamatos mesmo

quando aplicados corretamente acabam por ser encontrados no solo (JIN et al.

2013), nos alimentos (MOHAPATRA; LEKHA, 2016) e na água (STRUGER et al.,

2016). Dessa forma, têm sido associados com processos de toxicidade nos sistemas

biológicos de seres humanos e animais expostos às suas formas comerciais

(DHOUIB et al., 2016; LEE et al., 2015). Apesar de serem relatados como pouco

persistentes no ambiente, os efeitos a longo prazo dos carbamatos nos seres vivos

são difíceis de avaliar devido à meia-vida relativamente curta e alta solubilidade da

maioria dos compostos (SMITH, 1987).

Dentre às subclasses de carbamatos, os ditiocarbamatos (DTCs) (Figura 3)

são caracterizados como compostos organosulfurados inicialmente introduzidos

como fungicidas para aplicações comerciais (RATH et al., 2011). Os DTCs são

derivados do ácido ditiocarbâmico e categorizados em quatro subclasses baseadas

na natureza do elemento que forma um complexo com o seu esqueleto

organossulfurado: os metilditiocarbamatos, como o sódio metano, os

dimetilditiocarbamatos, como o ziram, ferbam, metam e o tiram, os

propilenobisditiocarbamatos, como o propinebe, e os etilenobisditiocarbamatos

(EBDC), caracterizados por sais orgânicos de manganês, zinco ou zinco e sódio,

como manebe, zineb, nabam, metiram e mancozebe (ARCANJO, 2007; CARVALHO;

BARBOSA, 2013; BALARDIN et al., 2017).

Figura 3. Estrutura básica de um ditiocarbamato, onde os grupos R são
formados de diferentes íons metálicos.
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Fonte: SMITH, 1987.

1.3 Mancozebe e toxicidade

O mancozebe (MZ) (Figura 4) é um fungicida do tipo EBDC de manganês e

zinco formado de uma mistura de 20% de manganês (Mn) e 2,5% de zinco (Zn) que

age como um protetor multissítio, inibindo a germinação de esporos dos fungos que

contaminam às plantações (CARVALHO; BARBOSA, 2013; GULLINO et al., 2010).

Introduzido em 1961, o MZ é considerado de acordo com a ANVISA como

classe toxicológica III, ou seja, medianamente tóxico, sendo indicado no controle de

doenças de hortaliças e frutíferas em geral, também atuando como acaricida

(CARVALHO; BARBOSA, 2013). Quanto ao potencial de periculosidade ambiental,

pertence à classe II conforme descrito pelo IBAMA, ou seja, é muito perigoso.

Figura 4. Fórmula estrutural do fungicida MZ, destacando para sua composição
metálica de Mn e Zn.

Fonte: ARCANJO, 2007.

O MZ é hoje produzido por numerosos fabricantes em todo o mundo e

comercializado em mais de 120 países com diferentes formulações (GULLINO et al.,
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2010). Embora o uso de MZ em sua forma pura seja muito significativo, o seu

ingrediente ativo tem sido aplicado em co-formulações com outros ingredientes

ativos, geralmente junto a um fungicida sítio-específico sistêmico (GULLINO et al.,

2010; BALARDIN et al., 2017). Dessa forma, atualmente, MZ é o 3º ingrediente ativo

mais vendido no Brasil, com mais de 33 mil toneladas vendidas no ano de 2016,

segundo dados do IBAMA (2016), sendo considerado como uma como ferramenta

para ampliar o espectro e resistência do produto final de pesticidas (GULLINO et al.,

2010).

MZ tem características similares com os demais EBDCs quando comparado a

sua degradação. De acordo com Xu (2000), o MZ possui uma meia-vida de 2 dias

em solos aeróbicos e 8 dias em solos anaeróbicos. Porém, na água, o composto é

rapidamente hidrolisado e degradado em seus subprodutos, como etilenotiouréia

(ETU), etilenouréia (EU), sulfeto de bisisotiocianato de etileno (EBIS), Mn e Zn,

apresentando meia-vida de 2 dias dependendo do pH. Esses metabólitos são

caracterizados por apresentarem uma elevada mobilidade no solo, atingindo

facilmente o lençol freático (ARCANJO, 2007).

Os produtos de degradação de MZ, como Mn, já foram relatados como

presentes em corpos d’água considerados próprios para consumo humano próximos

a áreas de intensa atividade agrícola em diferentes países (VAN WENDEL DE

JOODE et al., 2016a; FLORES-GARCÍA, 2011). No Brasil, o fungicida MZ é

permitido na água potável na concentração de 180 µg/L, sendo 1800 vezes maior do

que aquela permitida em países da União Europeia (BOMBARDI, 2017), destacando

a importância do estudo da capacidade tóxica desse pesticida no ecossistema. O MZ

já foi relatado por sua capacidade de ocasionar distúrbios em seres vivos, como

carcinogenicidade em ratos (BELPOGGI et al., 2002), prejuízo no comportamento

reprodutivo em aves (PANDEY; TSUTSUI; MOHANTY, 2017), degeneração neural

em nematoides (BRODY et al., 2013), alterações no desenvolvimento neural de

crianças (VAN WENDEL DE JOODE et al., 2016b), entre outros. Apesar do

mecanismo de ação dos EBDCs não estar claro, a toxicidade induzida de MZ é

relacionada com o desequilíbrio da homeostase redox do organismo, culminando em

estresse oxidativo (COSTA-SILVA et al., 2018b; ATAMANIUK et al., 2013; YAHIA et

al., 2014).

1.4 Mecanismos de Toxicidade via Estresse Oxidativo



18

A manutenção do equilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas

antioxidantes, como enzimas e moléculas não enzimáticas, é uma condição

essencial para o funcionamento normal do organismo (FERREIRA; ABREU, 2007). A

utilização de oxigênio (O2) molecular para geração de energia através da cadeia

respiratória é capaz de produzir espécies químicas altamente reativas que podem

provocar danos ao metabolismo celular, chamadas espécies reativas de oxigênio

(EROs), tais como o anião radical superóxido (O2 • − ), o radical hidroxila (HO •) e o

peróxido de hidrogênio (H2O2) (MORAES; SAMPAIO, 2010). Quando o organismo

tende para a exacerbada produção de EROs, dizemos que encontra-se em estresse

oxidativo, de modo que as EROs podem oxidar e danificar lipídios, proteínas e DNA,

inibindo a sua função normal (FERREIRA; ABREU, 2007).

Contudo, defesas antioxidantes foram desenvolvidas pelo organismo com a

finalidade de neutralizar e detoxificar as EROs, dentre estes, a principal é o sistema

antioxidante que inclui a glutationa (GSH) e enzimas antioxidantes como a glutationa

S-transferase (GST) (DAVIES, 2001). A GSH é uma molécula composta pelos

aminoácidos glutamato, cisteína e glicina que possui funções importantes de

proteção celular no organismo, visto que age como uma molécula antioxidante e

auxilia na na manutenção do estado redox, atuando como um quelante de EROs de

forma direta ou como cofator de enzimas antioxidantes (HANSEN; HARRIS, 2015;

FERREIRA; ABREU, 2007). Dessa forma, enzimas como a GST atuam na

desintoxicação do organismo através da conjugação da GSH com EROs, tornando-

as mais solúveis em água e fáceis de serem excretadas (Figura 5) (HANSEN;

HARRIS, 2015). Outras famílias de enzimas antioxidantes também atuam na defesa

do organismo. As superóxido dismutases (SOD) catalisam a reação de dismutação

do radical superóxido a peróxido de hidrogênio, que é tóxico e deve ser removido

através das glutationa peroxidases (GPx) e das catalases (CAT), que catalisam a

dismutação de H2O2, reduzindo-o a água e glutationa oxidada (GSSH) e água e

oxigênio, respectivamente (Figura 6) (DAVIES, 2001).

Figura 5: Reação catalisada por GST. A GST catalisa a formação de uma ligação
tioéster entre a GSH reduzida e o xenobiótico, formando um conjugado e tornando-o

mais excretável.
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Fonte: Adaptado de KHALIL et al., 2017.

Figura 6. Representação dos sistemas de defesa antioxidante enzimática e suas
reações na eliminação de EROs. A SOD catalisa a reação de dismutação do radical
O2 • − em H2O2, que é neutralizado pela CAT e GPx através da sua redução em

água e GSSH e água e oxigênio, respectivamente.

Fonte: Adaptado de PENG et al., 2014.

Poluentes químicos como os pesticidas são compostos pró-oxidantes que

podem se tornar um problema nos sistemas biológicos. O ambiente aquático recebe

diariamente grandes quantidades de contaminantes ambientais que têm o potencial

de causar estresse oxidativo em organismos aquáticos através de mecanismos de

radicais livres e EROs (VALAVANIDIS et al., 2006). Desse modo, organismos

aquáticos podem fornecer sistemas modelo eficientes para a investigação da

geração de EROs no organismo, visto que são mais sensíveis à exposição e à
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toxicidade em comparação com organismos terrestres e permitem a avaliação dos

efeitos sutis desencadeados pelo estresse oxidativo (VALAVANIDIS et al., 2006).

1.5 Peixe-zebra como Modelo Experimental

O peixe-zebra (Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822) é um peixe de água

doce tropical nativo do sudeste da Ásia (Figura 7), com um curto período de geração

(2 à 3 meses), pequeno tamanho (3 à 4 cm) e baixo custo (ROPER; TANGUAY,

2018; PARNG et al., 2002). Suas fêmeas são capazes de depositar várias centenas

de ovos por reprodução, com fertilização externa, desenvolvimento extrauterino e

embriões transparentes, permitindo a visualização durante a embriogênese (PARNG

et al., 2002; HAENDEL et al., 2004).

Figura 7. O peixe-zebra adulto, caracterizado pelo seu dimorfismo sexual. Na figura,
uma fêmea (A) e um macho (B).

Fonte: https://bit.ly/2EkjewQ

Dessa forma, o peixe-zebra tem se destacado como modelo em estudos de

drogas, compostos químicos e contaminantes ambientais (PARNG et al., 2002; HILL

et al., 2005; HAENDEL et al., 2004) principalmente frente ao seu período

embrionário, visto que permite observar o seu desenvolvimento desde as primeiras

horas pós-fertilização (hpf) (Figura 8). Organismos em desenvolvimento

compreendem um dos grupos mais vulneráveis às conseqüências da exposição a
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substâncias tóxicas, já que são suscetíveis a alteração de parâmetros fundamentais,

como parâmetros bioquímicos, fisiológicos e comportamentais, nas fases iniciais da

vida (RICHENDRFER; CRETON; COLWILL, 2014).

De acordo com a Organização para a Cooperação e Desenvolvimento

Econômico - OECD (2013), que regulamenta testes toxicológicos em embriões, as

exposições a químicos devem ocorrer nas primeiras hpf, nas quais há uma intensa e

rápida divisão celular (DENNERY, 2007). Como relata Kimmel (1995), nas primeiras

5 hpf, ocorrem os períodos de clivagem e blástula, nos quais há intensa divisão e

repetição de até 9 ciclos celulares completos. No período de gástrula, em 5 hpf,

começam os movimentos de extensão do epiblasto, hipoblasto e eixo embrionário.

Às 10 hpf, aparecem os somitos, os órgãos primários, a cauda e os primeiros

movimentos começam a ser feitos, nesse período conhecido como segmentação.

Em 24 hpf, chamado período de faríngula, o eixo do corpo se forma em torno do

saco vitelino, a circulação e a pigmentação começam a se desenvolver. No período

de eclosão, em 48 hpf, a morfogênese de sistemas de órgãos primários termina,

cartilagem é desenvolvida e a eclosão começa a ocorrer de forma desregulada. Com

72 hpf, chamado período de larva jovem, as larvas já são capazes de nadar,

procurar alimento e ter comportamentos de proteção.

Figura 8. Representação de algumas fases do desenvolvimento embrio-larval
de peixe-zebra até a fase adulta, conforme descritas no texto.

Fonte: Adaptado de ECKHARDT, 2011.
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Cada fase do desenvolvimento inicial do peixe-zebra pode ser avaliado

através dos chamados parâmetros chaves (do inglês, “endpoints”), ou seja,

diferentes parâmetros de interesse toxicológico essenciais no entendimento do

mecanismo de toxicidade do composto testado relacionados a sua morfologia e

fisiologia, como má formações na notocorda, alterações no batimento cardíaco,

maior número de movimentos do embrião, comportamento locomotor, entre outros

(OECD, 2013; XIA; ZHENG; ZHOU, 2017).

Dentre os parâmetros chaves de análise em peixe-zebra, o comportamento

tem se destacado em estudos da toxicidade de diferentes compostos (BRIDI et al.,

2017; MITCHELL; MOON, 2016), visto que resulta da integração de condições às

quais os organismos estão expostos e apresenta um efeito acumulativo agudo

(HELLOU, 2010). Além disso, é uma ferramenta precisa para avaliação de efeitos

ecológicos, visto que apresenta maior sensibilidade quando comparada a

parâmetros como morfologia e mortalidade, principalmente nas fases iniciais da vida

(SLOMAN; MCNEIL, 2012).

Durante os períodos de desenvolvimento inicial, o equilíbrio redox tem

influência sob os processos celulares de proliferação, diferenciação e sinalização

celular, nos quais as EROs desempenham um papel significativo (DENNERY, 2007).

Embora sejam essenciais ao desenvolvimento embrionário, um aumento anormal na

produção dessas moléculas pode causar um desequilíbrio da homeostase,

culminando em danos oxidativos a biomoléculas essenciais para o funcionamento

normal do organismo (FERREIRA; ABREU, 2007). Assim, o estudo de compostos

que podem desencadear danos permanentes se torna relevante.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o uso exacerbado de pesticidas na agricultura, ocasionando a

contaminação de matrizes ambientais, torna-se importante a avaliação da qualidade

ambiental de ecossistemas potencialmente poluídos. Buscando a proteção da vida

aquática, principalmente em suas fases de desenvolvimento, visto que são mais

suscetíveis aos efeitos de xenobióticos, faz-se necessário buscar ferramentas

sensíveis para detectar de forma precoce os potenciais riscos ambientais

relacionados ao uso indiscriminado de contaminantes, como os pesticidas, nos

ecossistemas aquáticos. Além disso, estudos relacionados ao efeito do fungicida

mancozebe em organismos aquáticos ainda são escassos, principalmente

relacionados à sua toxicidade induzida por concentrações subletais e de relevância

ambiental, as quais, ainda não são conhecidas no modelo experimental peixe-zebra.



24

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito tóxico do fungicida MZ em concentrações subletais e

de relevância ambiental sob parâmetros locomotores e bioquímicos durante o

desenvolvimento embrio-larval de peixe-zebra.

3.2 Objetivos específicos

● Avaliar a taxa de sobrevivência de embriões de peixe-zebra expostos a

diferentes concentrações subletais de MZ;

● Avaliar a taxa de eclosão de larvas de peixe-zebra expostas a diferentes

concentrações de MZ;

● Avaliar os efeitos do MZ em diferentes concentrações sobre parâmetros

locomotores durante o desenvolvimento embrionário de peixe-zebra;

● Avaliar os efeitos da exposição ao MZ em diferentes concentrações sobre

parâmetros bioquímicos pró e antioxidantes.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Animais adultos e embriões

Espécimes adultas de peixe-zebra (Danio rerio) de linhagem selvagem foram

mantidos sob condições adequadas em sistema de recirculação Zebtec™ em água

de osmose reversa, pH 7,2, condutividade 400 μS, temperatura 28°C, fotoperíodo de

14 horas claro e 10 horas escuro. Sua dieta consiste em ração comercial flocada e

alimento vivo (Artemia salina e microvermes) suplementadas quatro vezes ao dia, de

acordo com protocolo previamente estabelecido (WESTERFIELD, 2000). Os

embriões de peixe-zebra utilizados no presente trabalho foram obtidos a partir da

reprodução de espécimes adultos e mantidos em incubadora BOD a 28°C. A criação

e manutenção de peixe-zebra em biotério foi aprovada e regulamentada pelo CEUA

- Unipampa (protocolo 003/2016).

4.2 Tratamento dos embriões

O método de exposição foi realizado baseado no protocolo OECD 236 (2013)

com adaptações, de modo que embriões de 4 hpf foram expostos a Mancozebe 96%

(Sigma-Aldrich) nas concentrações subletais e de relevância ecológica (BOMBARDI,

2017) de 5, 10 e 20 µg/L em placas de Petri, mantendo um grupo controle (CTL) no

qual foi exposto apenas a água do sistema (Zebtec™). As diluições de MZ foram

preparadas em água do sistema e os tratamentos (MZ e CTL) foram mantidos em

incubadora BOD durante diferentes períodos de tempo (24, 72 e 168 horas), sem

troca de solução.

4.3 Viabilidade e taxa de eclosão

A viabilidade dos embriões foi avaliada após 24 hpf através do

estereomicroscópio Carl Zeiss Stemi 2000C, considerando não viável quando

observada a coagulação dos embriões e ausência de batimento cardíaco. A taxa de

eclosão foi avaliada após 72 hpf, considerando eclodidas as larvas que foram
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capazes de sair do córion. Ambos de acordo com protocolo previamente

estabelecido (OECD, 2013).

4.4 Análises motoras

4.4.1 Movimento Espontâneo

Foram contabilizados o número de movimentos totais do eixo corporal

realizados pelos embriões dentro do córion (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998), de

modo que embriões com 24-28 hpf foram aclimatados durante 2 minutos em placas

de Petri contendo água do sistema e, depois, seus movimentos espontâneos foram

contabilizados durante 1 minuto através do estereomicroscópio Carl Zeiss Stemi

2000C acoplado a uma câmera digital Moticam 2000, de acordo com protocolo

previamente estabelecido (XIA; ZHENG; ZHOU, 2017).

4.4.2 Estímulos sensoriais motores

Larvas de 72 hpf foram submetidas ao teste comportamental de resposta ao

toque (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998), de modo que foi depositada uma larva de

cada vez no centro de uma placa de Petri contendo 20 mL de água do sistema e,

após o estímulo sensorial por toque com auxílio de uma pinça entomológica, foi

contabilizado o número de estímulos necessários até que a larva chegasse a

periferia da placa, assim como a capacidade do indivíduo de realizar um escape

padrão, ou seja, ter uma resposta motora de natação.

4.4.3 Comportamento Exploratório

Larvas de 168 hpf dos grupos CTL e MZ 20 µg/L foram colocadas

individualmente em uma placa de cultura celular de 24 poços contendo 2 mL de

água por poço e a distância total percorrida e os episódios de imobilidade de cada

animal foram avaliados. As sessões foram filmadas e registradas por seis minutos

para posterior análise através do software ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL,

EUA) de acordo com protocolos já estabelecidos (ALTENHOFEN et al., 2017b).
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4.5 Análise de parâmetros bioquímicos

4.5.1 Preparação das amostras

Para as análises bioquímicas foram homogeneizados 30 animais inteiros por

tratamento realizado após 24 e 72 hpf em 200 μL de tampão HEPES 20 mM, pH 7,0

no homogeneizador powerlyzer durante 30 segundos a 2000 rpm. Posteriormente,

as amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 4 ° C e 20000 g e o

sobrenadante armazenado para análises posteriores.

4.5.2 Quantificação Total de Proteínas

O teor de proteína total foi determinado utilizando albumina de soro bovino

(BSA) como padrão, de acordo com Bradford (1976).

4.5.3 Determinação do estado estável redox

A quantificação da oxidação de diacetato de 2,7-diclorofluoresceína (H2DCF-

DA) como um índice geral para determinação do estado redox pró ou antioxidante foi

realizada de acordo com procedimentos previamente estabelecidos (PÉREZ-

SEVERIANO et al., 2004). Para esse ensaio, os embriões de 24 hpf foram retirados

do córion através da sua imersão em pronase 10 mg/mL por 10 minutos. Após a

preparação das amostras, os animais de 24 e 72 hpf foram monitorados quanto a

sua emissão de fluorescência resultante da oxidação de H2DCF-DA em intervalos

regulares a um comprimento de onda de excitação/emissão de 485/530 nm através

de um leitor de microplacas (PerkinElmerEnspire 2300).

4.5.4 Ensaio de Glutationa S-transferase

A avaliação da atividade da enzima GST foi baseada no método descrito por

Habig e Jakoby (1981). Após a preparação das amostras em 24 e 72 hpf, foi

adicionado ao sobrenadante um mix de tampão fosfato, constituído por EDTA
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0,0025 M, K2HPO4 0,25 M, KH2PO4 0,25 M, pH 7,0 e GSH 100 mM. A reação tem

início após a adição de 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB) e a atividade da enzima é

avaliada através da conjugação do grupamento tiol da GSH com o CDNB durante 2

minutos pelo espectrofotômetro Agilent Cary 60 UV / VIS à 340 nm.

4.5.5 Ensaio de Catalase

A atividade da enzima CAT foi realizada através da análise de depuração de

H2O2 no meio de reação contendo tampão fosfato 0,05 M à pH 7,0, EDTA 0,5 mM,

H2O2 10 mM, TRITON X100 a 0,012%, pH 7,0 de acordo com o procedimento de

Aebi (1984). A atividade CAT é avaliada através do espectrofotômetro Agilent Cary

60 UV / VIS à 240 nm. Uma unidade de atividade CAT é definida como a quantidade

de enzima degradando 1,0 μmol de H2O2 por min nas condições do ensaio.

4.6 Análise Estatística

Para análise estatística dos dados, foram aplicados testes de normalidade e

homogeneidade. Os resultados foram expressos em porcentagem pelo controle

como média ± erro padrão (S.E.M.). Para os dados não paramétricos, a análise foi

feita através do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de múltiplas

comparações de Dunn ou através do teste de Kolmogorov Smirnov. Para os dados

paramétricos, a análise foi feita através de one-way ANOVA seguido pelo teste de

múltiplas comparações de Tukey ou através do teste t não pareado. Os resultados

foram considerados estatisticamente significantes com p ≤ 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A exposição ao MZ comprometeu a eclosão do peixe-zebra

Em relação a mortalidade dos embriões, o grupo MZ não diferiu em relação

ao grupo controle (Figura 9A), sugerindo que as concentrações utilizadas não

comprometem a sobrevivência desses embriões e são, portanto, subletais. Porém, a

taxa de eclosão se mostrou estatisticamente diferente (Figura 9B), visto que nas

concentrações de 10 e 20 µg/L o número de embriões não eclodidos foi maior em

comparação ao grupo controle ao final de 72 hpf.

Figura 9. Mortalidade e eclosão de embriões expostos a diferentes concentrações de
MZ. (A) Número de embriões mortos após 24 hpf; (B) Número de embriões não

eclodidos após 72 hpf. Os resultados foram expressos em porcentagem do CTL com
média ± SEM, sendo * p<0,05.

Fonte: da autora, 2018.

5.2 MZ em concentrações ambientais foi capaz de alterar parâmetros motores
de embriões e larvas

Em relação às análises motoras comportamentais, a exposição ao MZ

resultou em um aumento significativo no número de movimentos espontâneos dos
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embriões com 24 hpf na concentração de 10 μg/L em comparação ao CTL (Figura

10A).

Através de estímulos sensoriais, pode-se observar que larvas de 72 hpf

expostas a concentração de 20 μg/L necessitaram de um maior número de

estímulos para apresentar uma resposta de escape (Figura 10B), bem como

demonstraram estar com sua capacidade natatória prejudicada (Figura 10C).

Figura 10. Análises motoras em peixe-zebra sob diferentes concentrações de
MZ. (A) Número de movimentos espontâneos por minuto em 24 hpf; (B) Número de
estímulos motores de resposta de escape em 72 hpf; (C) Porcentagem de resposta
positiva ao nado em 72 hpf. Os resultados foram expressos em porcentagem do CTL

com média ± SEM, sendo * p<0,05.

Fonte: da autora, 2018.
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5.3 MZ não alterou o estado redox e a atividade enzimática em 24 hpf

A exposição de embriões de 24 hpf ao MZ não resultou em alterações

estatisticamente significativas em relação ao CTL no estado redox em nenhuma das

concentrações testadas (Figura 11A). Além disso, as atividades das enzimas

antioxidantes GST (Figura 11B) e CAT (Figura 11C) não apresentaram diferenças

significativas quando comparadas ao CTL.

Figura 11. Parâmetros bioquímicos de avaliação de toxicidade em 24 hpf. (A)
Quantificação da fluorescência através do corante H2DCF-DA; (B) Atividade da

enzima antioxidante GST expressa por mU/mg de proteína; (C) Atividade da enzima
antioxidante CAT expressa por mU/mg de proteína. Os resultados foram expressos

pela porcentagem do CTL com média ± SEM, sendo *
p<0,05.

Fonte: da autora, 2018.
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5.4 MZ causou um aumento do estado pró-oxidante em larvas de 72 hpf

A exposição ao MZ resultou em alterações estatisticamente significativas em

relação ao CTL no estado redox, ocasionando um aumento nos níveis de EROs na

concentração de 20 µg/L (Figura 12A). Contudo, as atividades das enzimas

antioxidantes GST (Figura 12B) e CAT (Figura 12C) não apresentaram diferenças

entre os grupos CTL e MZ.

Figura 12. Parâmetros bioquímicos de avaliação de toxicidade em 72 hpf. (A)
Quantificação da fluorescência através do corante H2DCF-DA; (B) Atividade da

enzima antioxidante GST expressa por mU/mg de proteína; (C) Atividade da enzima
antioxidante CAT expressa por mU/mg de proteína. Os resultados foram expressos

em porcentagem do CTL com média ± SEM, sendo * p<0,05.

Fonte: da autora, 2018.
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5.5 A exposição ao MZ afetou o comportamento exploratório em 168 hpf

Em relação às análises comportamentais exploratórias em 168 hpf ou 7 dias

pós fertilização (dpf), larvas tratadas com MZ na concentração de 20 µg/L se

mostraram estatisticamente diferentes em comparação ao grupo CTL em relação ao

tempo que permaneceram imóveis (Figura 13A). Porém, em relação a sua distância

percorrida (Figura 13B), os grupos não apresentaram diferença estatística.

Figura 13. Análise do comportamento exploratório de larvas com 168 hpf. (A) Tempo
imóvel em segundos; (B) Distância percorrida em metros. Os resultados foram

expressos em porcentagem do CTL com média ± SEM, sendo * p<0,05.

Fonte: da autora, 2018.
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6 DISCUSSÃO

O fungicida MZ, ao longo dos anos, tem sido utilizado em larga escala na

proteção de monoculturas (GULLINO et al., 2010). Com isso, pode vir a causar

danos aos ecossistemas aquáticos e, consequentemente, aos animais que são

particularmente vulneráveis à contaminação de pesticidas, como os peixes

(VALAVANIDIS et al., 2006). Neste sentido, o presente trabalho buscou avaliar

biomarcadores comportamentais e bioquímicos nas concentrações de MZ

encontradas nos corpos d’água.

Em relação a mortalidade, pode-se observar que as diferentes concentrações

de relevância ambiental testadas se mostraram subletais, de modo que não

causaram a mortalidade dos embriões. Com relação a eclosão em 72 hpf, o número

de embriões não eclodidos foi maior nas concentrações de 10 e 20 μg/L, podendo

indicar um possível dano no desenvolvimento embrionário em razão da exposição ao

composto, visto que a eclosão é um importante indicador da qualidade do

desenvolvimento das larvas e está diretamente associada com o sistema motor (MU

et al., 2016).

Em relação as análise motoras, a exposição ao MZ resultou em um aumento

significativo no número de movimentos espontâneos dos embriões em 24 hpf na

concentração de 10 μg/L, podendo sugerir uma hiperatividade nos embriões

expostos a essa concentração, enquanto que na concentração de 20 μg/L não

houve diferença em relação aos embriões do grupo CTL. Outros estudos já

apresentaram dados similares, Mu et al. (2013) relataram que embriões de peixe-

zebra expostos ao fungicida Difenoconazole apresentaram uma indução no

movimento espontâneo dos embriões na concentração de 1,5 mg/L e uma posterior

diminuição nas concentrações de 2 e 2,5 mg/L.

Nas respostas mediadas por estímulos motores em 72 hpf, larvas expostas a

concentração de 20 μg/L apresentaram um déficit motor quando comparadas ao

grupo controle, necessitando de um maior número de estímulos para apresentar

uma resposta de escape, bem como tiveram sua capacidade natatória prejudicada.

Nesse contexto, Andrade et al. (2016) demonstraram que larvas de peixe-zebra

expostas ao pesticida Carbendazim em concentrações de relevância ambiental

apresentam uma resposta locomotora alterada em relação a natação, mesmo nas

concentrações mais baixas, indicando o comportamento como um biomarcador
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extremamente sensível e ecologicamente relevante, visto que é associado com a

busca por alimentos e resposta anti-predatória.

Além disso, a exposição na concentração de 20 μg/L de MZ demonstrou

efeitos também no comportamento exploratório em 168 hpf, levando a um maior

tempo de imobilidade das larvas quando comparadas ao CTL. Esta alteração no

comportamento exploratório pode indicar que larvas de peixe-zebra submetidas a

exposição continuada ao composto podem ser mais suscetíveis à predação em um

ambiente natural, uma vez que seu estado locomotor foi alterado após essa

exposição ao fungicida. Em estudos anteriores, Altenhofen et al. (2017a) observaram

que larvas de peixe-zebra expostas a baixas concentrações do fungicida

Tebuconazole analisadas em 120 hpf reduziram sua capacidade exploratória,

apresentando uma redução da distância percorrida. Assim como Bridi et al. (2017),

que demonstraram o mesmo resultado em larvas de 168 hpf expostas aos pesticidas

Glifosato e Roundup®.

As alterações motoras comportamentais de peixe-zebra apresentadas nesse

trabalho podem estar associadas aos subprodutos de degradação de MZ. O Mn,

constituinte principal do MZ, tem sido apontado como o possível mecanismo de

toxicidade associado a danos motores através da alteração do movimento

espontâneo dos embriões em 24 hpf, da resposta de escape e da capacidade

natatória em 72 hpf (COSTA-SILVA et al., 2018b). Além disso, Altenhofen et al.

(2017b) observaram anteriormente que a exposição ao cloreto de manganês (MnCl2)

é capaz de alterar o comportamento de natação das larvas de peixe-zebra em 5, 7 e

10 dias pós fertilização (dpf), sugerindo danos ao sistema dopaminérgico devido a

exposição prolongada ao Mn e a quebra da homeostase redox nesses organismos,

podendo ocasionar danos via estresse oxidativo.

O desenvolvimento embrionário é caracterizado por uma alta taxa de

diferenciação que depende principalmente da homeostase redox (DENNERY, 2007).

Porém, uma tendência para a produção exacerbada de EROs pode perturbar esse

equilíbrio, causando distúrbios no desenvolvimento (WANG et al., 2018), podendo

levar a déficits locomotores e comportamentais em peixe-zebra.

Tendo em vista a avaliação de parâmetros bioquímicos, pode-se observar

através da exposição ao MZ em 24 hpf que não houveram alterações em nenhum

dos parâmetros em comparação com o CTL. Entretanto, as larvas de 72 hpf

apresentaram um desequilíbrio do seu estado redox devido ao aumento da geração
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de EROs, quando tratadas com MZ 20 μg/L, sugerindo um potencial pró-oxidante já

descrito em outros DTCs (TILTON; LA DU; TANGUAY, 2008; GROSICKA-MACIĄG

et al., 2012), embora as enzimas antioxidantes não tenham diferido do CTL.

Dessa forma, pode-se inferir que a análise de parâmetros bioquímicos não se

mostrou um biomarcador precoce de contaminantes ambientais em concentrações

de relevância ecológica, visto que só foi capaz de detectar alterações redox em 72

hpf. Em contrapartida, as alterações comportamentais já eram apresentadas em

embriões de 24 hpf tratados com MZ, indicando uma maior sensibilidade desse

parâmetro, de forma que se torna um potencial biomarcador precoce da toxicidade

induzida por MZ. A literatura traz resultados similares, Liang et al. (2017) observaram

que embriões de peixe-zebra expostos a concentrações ambientais de

tributilestanho, composto ativo de biocidas, são mais sensíveis a alterações de

parâmetros comportamentais em comparação com parâmetros moleculares e

metabólicos.

Como descrito por Hellou (2010), os parâmetros comportamentais são bons

candidatos como sinais de alerta precoce e avaliação de risco de potenciais

contaminantes ambientais. Os testes comportamentais são rápidos, simples, não

invasivos e possuem alta relevância ecológica. Assim, são ferramentas essenciais

para o estudo de respostas biológicas em toxicologia e potenciais biomarcadores

sensíveis na avaliação de ecossistemas sustentáveis.
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7 CONCLUSÃO

Desse modo, pode-se concluir que o Mancozebe, mesmo em concentrações

baixas, é capaz de alterar parâmetros motores e comportamentais em peixe-zebra,

tornando as análises comportamentais e motoras ferramentas sensíveis à detecção

precoce de potenciais riscos ambientais relacionados ao uso indiscriminado de

produtos agrícolas, uma vez que tais alterações se manifestam anteriormente a

distúrbios relacionados a parâmetros bioquímicos. Porém, mais estudos são

necessários para elucidar as vias biológicas dessas alterações nesse organismo

modelo, principalmente em concentrações subletais, visto que possuem grande

relevância ecotoxicológica com o constante crescimento da agricultura no Brasil.
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