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RESUMO

Pesticidas tém sido amplamente utilizados no combate a pragas em plantagdes, no entanto,
podem ser prejudiciais a salde humana e ao meio ambiente. Através de processos naturais
como lixiviacdo e escoamento superficial, residuos de pesticidas podem entrar em contato
com matrizes aquaticas e causar efeitos prejudiciais a biota aquatica. O estresse oxidativo tem
sido apontado como um dos principais mecanismos de toxicidade induzida por pesticidas.
Tendo em vista o fato de que organismos aquéticos sdo dependentes do equilibrio redox para
regular processos essenciais ao seu desenvolvimento, qualquer fator que afete esse equilibrio
pode resultar em prejuizos no desenvolvimento normal desses organismos. O Mancozeb, um
ditiocarbamato de Manganés e Zinco, tem sido utilizado em diversas culturas no combate a
fungos, devido a sua baixa toxicidade aguda e pouca persisténcia ambiental. Entretanto, esse
composto ja se demonstrou toxico a organismos aquaticos como peixes expostos por
exemplo. Porém, pouco se sabe sobre sua toxicidade em organismos em fase embrionaria. O
peixe-zebra (Danio rerio) tem se destacado como um bom modelo experimental para diversos
campos de pesquisa, entre eles a toxicologia de contaminantes ambientais. O presente
trabalho teve como objetivo investigar os efeitos toxicoldgicos do fungicida Mancozeb sobre
o desenvolvimento embrionario de peixe-zebra e o uso de um antioxidante classico, como a
N-acetilcisteina, com intuito de verificar o papel das espécies reativas de oxigénio na
embriotoxicidade induzida pelo Mancozeb. Os resultados obtidos demonstraram que o
Mancozeb afetou a sobrevivéncia e a eclosdo dos embribes tratados, causou anomalias
morfoldgicas, diminuicdo da frequéncia cardiaca, bem como nos niveis de GSH, induziu
danos ao DNA, aumento na geracao e espécies reativas de oxigénio, aumento no nimero de
células em processo apoptético e alteracdes nas respostas sensori-motoras. Em contrapartida,
0 pré-tratamento com N-acetilcisteina foi capaz de bloquear os efeitos tdxicos induzidos pelo
Mancozeb em todos os parametros analisados, reforcando a hip6tese do envolvimento do
estresse oxidativo na embriotoxicidade induzida pelo MZ, bem como o papel fundamental do

equilibrio redox no desenvolvimento normal de embrides de peixe-zebra.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio, embriotoxicidade, ditiocarbamatos,

antioxidante, fungicida.
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ABSTRACT

Mancozeb (MZ) a manganese/zinc-containing dithiocarbamate fungicide has been claimed to
present low acute toxicity and short environmental persistence, however, its effects on
embryogenesis in non-target organisms is unclear. Zebrafish (Danio rerio), a highlighted
model organism, has been used to characterize the toxicological properties of environmental
toxicants in the embryo-larval phase. Redox balance is a key factor to the normal embryo
development and oxidative stress has been pointed out as a major mechanism by which MZ
elicits its deleterious effects. Here, we used zebrafish to assess the potential embryotoxic
effects induced by MZ as well as the role of reactive oxygen species (ROS) in this process by
pre-treatment with a classical antioxidant (N-acetylcysteine, NAC). According to the results,
MZ was able to induce morphological abnormalities, DNA damage, cell death, increased
ROS generation and changes on behavioral endpoints during zebrafish development. All these
toxic effects were inhibited by the pre-treatment with NAC indicating a key role of redox
unbalance during MZ-induced embryotoxicity. At least in our knowledge, this is the first
report on the deleterious effect of MZ to the normal embryogenesis of zebrafish. In addition,

the importance of ROS generation during this pathophysiological condition was highlighted.

Key-words: reactive oxygen species, embryotoxicity, dithiocarbamate, antioxidant, fungicide
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INTRODUCAO

1.1 Pesticidas

Pesticidas, também denominados agroquimicos, sao um grupo de substancias quimicas
planejados especificamente para combater doencas, pragas e ervas daninhas em plantacdes.
Sdo considerados um meio muito eficiente de protecdo das culturas contra o ataque de
organismos indesejados, garantindo a produtividade (BOLOGNESI, 2003).

Devido ao crescimento populacional acelerado e a intensa expansdo agricola,
agroguimicos tém sido usados indiscriminadamente em escala global. Segundo dossié
realizado pela Abrasco — Associacdo Brasileira de Salde Coletiva, em 2011 o Brasil
movimentou US$ 8,5 bilhdes no mercado global de agrotdxicos (ABRASCO, 2012).

Embora o uso de pesticidas seja benéfico a agricultura, seu uso demasiado pode causar
sérios riscos a salde humana e ao meio ambiente. Pela exposicao direta do trabalhador rural
na aplicacdo desses produtos ou atraves da ingestdo de alimentos contaminados com residuos
dos mesmos, como também por meio de processos naturais, movimentando esses residuos do
local onde foram aplicados, levando a contaminacdo do ecossistema adjacente as plantacGes
(CALDAS; TRESSOU; BOON, 2006; CHAGNON et al., 2015; DE ABREU; ALONZO,
2014; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2017).

Estudos demonstraram que a exposi¢do prolongada a agroquimicos esta associada ao
desenvolvimento de vérios tipos de doencas, tais como, doencas neurodegenerativas,
desordens respiratorias, cancer em multiplos érgéos, entre outras (BALTAZAR et al., 2014;
HOPPIN et al., 2008; PARRON et al., 2014).

Residuos de agroquimicos provenientes do processo de aplicacdo podem causar
contaminacdo de solos e chegar até recursos hidricos como rios e riachos, por meio de
processos como lixiviacdo e escoamento superficial (Fig.1), prejudicando assim o
desenvolvimento e fisiologia de organismos ndo — alvo mesmo em concentragdes ndo letais
(LEW et al., 2013; ROSE; CARTER, 2003).
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Transporte curtae
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Fonte: goo.gl/LMwyoR.
Figura 1: Lixiviagdo e Escoamento Superficial. Processos naturais que levam residuos de agrotoxicos até

ambientes aquaticos.

Pesquisas avaliando efeitos de pesticidas demonstraram efeitos deletérios sobre o
DNA, distarbios no sistema de defesa antioxidante, bem como alteracdo da taxa reprodutiva
de peixes expostos (IBRAHIM; HARABAWY, 2014; MORENO; SOFIA; MARTINEZ,
2014; UREN WEBSTER et al., 2014), bem como toxicidade sobre macro-artropodes
aquaticos (HALSTEAD; CIVITELLO; ROHR, 2015).

1.2  Ditiocarbamatos

Diticarbamatos (DTCs) sdo uma subclasse de fungicidas, derivados do &cido
bisditiocarbdmico e pertencentes ao grupo dos carbamatos. S&80 compostos organicos
sulfurados que foram desenvolvidos entre os anos de 1930 e 1940 e que ainda hoje sdo
utilizados isoladamente ou agregados a outros compostos com capacidade antifingica
(RUNKLE et al., 2017; SINGH; SRIVASTAVA, 2013; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
QUIMICA).

Entre os DTCs, os etileno - bis - ditiocarbamatos (EBCDs) sdo o subgrupo mais
importante do ponto de vista comercial ao qual pertencem Mancozeb, Maneb, Zineb e outros,
sendo amplamente utilizados no combate a fitopatologias causadas por fungos em diversas
culturas como verduras, frutas e cereais (CORSINI et al., 2005).

Os EBCDs possuem uma estrutura organica em comum, composta por atomos de
carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre (C4sHsN2S4), como mostra a Fig.2, o que os difere é
o tipo de fon metalico presente em sua formula (Mn?*- Zn?*, Mn?* ou Zn?*) (ARCANJO,
2007).
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Fonte: Arcanjo, 2007.
Figura 2: Férmula estrutural dos EBCDs. Fungicidas pertencentes a classe dos DTCs que possuem formula

estrutural semelhante, sendo diferidos apenas pelos metais (Me) presentes em sua estrutura.

1.3 Mancozeb (MZ)

Mancozeb (MZ), de formula molecular (CsHsMnN2S4)x(Zn)y, (Fig.3), € um EBCD que
possui em sua formulacdo metais como manganés (Mn) e zinco (Zn), é amplamente utilizado
como fungicida, atuando no combate de diversos patdgenos (RUNKLE et al., 2017; TSANG;
TROMBETTA, 2007; XU, 2000).

H S
AN N_/
\S
S> Mn+2 / Zn+2
N <
H S

Fonte: Arcanjo, 2007.
Figura 3: Férmula estrutural do MZ. Fungicida EBDC de manganés (Mn) e zinco (Zn).

De acordo com estimativas de mercado, a producdo de MZ representava um
crescimento de 20% no mercado mundial de fungicidas em 2014, com tendéncia a continuar
aumentando até 2020, devido ao baixo custo de investimento e sua grande eficacia
(Fungicides Market, 2015).

Segundo o fabricante, a aplicacdo recomendada de MZ em culturas € de 2 a 3 kg por
hectare em um volume que vai de 200 a 1000 L por hectare de solvente, devendo ser aplicado
em um intervalo de 5 a 15 dias, dependendo da cultura. Além disso, 0 composto apresenta
tempo curto de permanéncia no ambiente e também baixa toxicidade aguda (ADAPAR;
CORSINI et al., 2005).
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Segundo XU (2000), o MZ possui um baixo potencial de volatilizacdo no ar e meia-
vida de 2 dias em solos aerdbicos e 8 dias em solos anaerébicos, em meio aquéatico o
composto é rapidamente hidrolisado, apresentando meia vida de 2 dias dependendo do pH
(pH 5, 7 e 9). No entanto, é considerado pelo Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios —
Agrofit, como um composto de classificagdo ambiental Ill, considerado muito perigoso ao
meio ambiente, devido ao seu metabolito principal de degradacdo, a etilenotiouréia (ETU),
que pode permanecer no ambiente por mais tempo (de 7 a 15 dias) e apresentar riscos a biota
aquéatica (ADAPAR; AGROFIT; SINGH; SRIVASTAVA, 2013).

1.4  Desenvolvimento Embrionario, Estresse Oxidativo e Sistema de Defesa
Antioxidante

A intensificacdo da préatica agricola, aliada ao uso exacerbado de pesticidas tem
causado serios danos a biota aquética, principalmente em organismos em desenvolvimento
(BUNZEL; LIESS; KATTWINKEL, 2014; GURUSHANKARA; VASUDEV;
KRISHNAMURTHY, 2007; SHENOQY et al., 2009). Estudos demonstram que a exposi¢do
dessas espécies a tais compostos sdo capazes de prejudicar a sua sobrevivéncia e 0 seu
desenvolvimento, bem como causar anormalidades morfoldgicas e alteracbes
comportamentais em espécies ndo-alvo (SULUKAN et al., 2017; WATSON et al., 2014).

Entre os principais mecanismos de toxicidade induzida por pesticidas, esti o estresse
oxidativo (MOURA et al., 2017; TELLEZ-BANUELOS et al., 2009; VISMARA et al., 2001).
O estresse oxidativo € entendido como um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas
de oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNS) e a capacidade do organismo em neutraliza-las através
do sistema de defesa antioxidante celular (PERSSON; POPESCU; CEDAZO-MINGUEZ,
2014).

EROs sdo moléculas que possuem papel fundamental no desenvolvimento
embrionario regulando processos como proliferacdo, diferenciacdo e morte celular
(DENNERY, 2007; REIS et al., 2008; SALAS-VIDAL et al., 1998). Embora sejam essenciais
ao desenvolvimento embrionario, um aumento na producdo dessas moléculas pode causar um
desequilibrio da homeostase celular culminando em danos a biomoléculas, seguido de um
estado de senescéncia e por fim morte celular (LU; FINKEL, 2008; YAMASHITA, 2003).

Contudo, defesas antioxidantes foram desenvolvidas pelo organismo, com a finalidade
de neutralizar e detoxificar as EROs, dentre estes, a principal é o sistema glutationa, que
inclui o tripeptideo y-glutamilcisteinaglicina (GSH) e enzimas antioxidantes como glutationa
S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (DAVIES,
2001). A GSH desempenha fungdes importantes na protecdo celular atuando como
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antioxidante, na sinalizacdo regulatéria e na manutencdo do estado redox intracelular
(HANSEN; HARRIS, 2015), além de agir como co-fator para a GPx e a GST(MORRIS et al.,
2014), sendo que a GST atua na biotransformacdo de xenobidticos e também promove a
conjugacdo da GSH com produtos oxidantes tornando-os mais sollveis e faceis de serem
excretados (COGO et al., 2009). A GPx € uma enzima redutora de hidroperoxidos organicos e
inorganicos utilizando o tripeptideo GSH como doador de elétrons, além disso, contém o
amino&cido selenocisteina no seu sitio ativo, sendo esse constantemente oxidado e reduzido
durante o ciclo catalitico (MORRIS et al., 2014). Por fim, a GR € responsavel pela
reconstituicdo da GSH, reduzindo a glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) e
assim regenerando o ciclo da GSH (Fig.4) (TEKMAN et al., 2008).

NADP+ NADPH

GSH Redutase

—
@ GSH Peroxidase
Catalase E

Fonte: Adaptada de goo.gl/x3TpxS.
Figura 4: Ciclo da GSH. Reacdes de oxidacao e reducdo responsaveis pela reconstituicdo da GSH.

1.5  Potencial Antioxidante da N-acetilcisteina

Além do sistema antioxidante enddgeno, varios alimentos como frutas e vegetais sao
importantes fontes exdgenas de compostos antioxidantes como as vitaminas C e E, P-
caroteno, flavonoides entre outros (BARBOSA et al., 2010). Além disso, o potencial
antioxidante de moléculas em uso na clinica, como a N-acetilcisteina (NAC) tem sido
estudado (ONDANI; CARVALHO; GALVAO, 2011).

A NAC (Fig.5) € um metabolito do aminoacido cisteina (DODD et al., 2008) que
possui potencial terapéutico, atuando como agente mucolitico no tratamento de doencas
bronco pulmonares, anti-inflamatorio, antidoto na intoxicagdo por paracetamol, contra

doencas infecciosas e também desordens neurodegenerativas como Alzheimer(ADAIR;
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KNOEFEL; MORGAN, 2001; GRANDJEAN et al., 2000; PRESCOTT, 2005; SPADA et al.,
2002; ZUIN et al., 2005).

Fonte: goo.gl/c8hsHk.
Figura 5: Férmula estrutural da NAC. Farmaco com potencial antioxidante, metab6lito do aminoacido cisteina.

Sua atividade antioxidante consiste no aumento da concentracao de cisteina dentro das
células e dos niveis de GSH, pois este requer cisteina para sua sintese(GRIFFITH, 1999). A
restauracdo do potencial antioxidante celular ocorre através da reposicdo de GSH e pela
inativagéo e remogéo de EROs (ELBINI DHOUIB et al., 2016).

A NAC vem sendo utilizada como uma ferramenta para testar o envolvimento das
EROs na inducdo de morte celular (SUN, 2010), bem como na atenuacdo dos efeitos do
estresse oxidativo frente a exposicao a pesticidas como MZ in vitro (GROSICKA-MACIAG
etal., 2013).

1.6 Mancozeb como Agente Pré-oxidante

Estudos anteriores em diferentes organismos mostraram que o MZ exerce efeitos pré-
oxidantes, induzindo danos ao DNA e morte celular em células humanas (SRIVASTAVA et
al., 2012), bem como em células de rato (CALVIELLO et al., 2006). NEGGA et al.(2011)
também demonstrou que o composto exerceu neurotoxicidade em Caenorhabditis elegans
(nematoide utilizado como modelo alternativo de pesquisa) e também induziu déficits
locomotores no mesmo modelo (HARRISON BRODY et al., 2013).

Foram demonstradas também alteracdes em biomarcadores de estresse oxidativo em
espécies aquaticas como Carassius auratus (peixe-dourado) expostos ao MZ (ATAMANIUK
etal., 2013; KUBRAK et al., 2012).

Tendo em vista esses fatos, 0 estresse oxidativo € apontado como um dos principais
mecanismos envolvido nos efeitos deletérios induzidos por MZ em organismos expostos.
Entretanto, a relacdo entre as alteragOes redox causadas pelo MZ e seus resultados de

toxicidade durante o desenvolvimento embrionario ainda ndo séo claras e pouco exploradas,
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bem como a utilizacdo da NAC como ferramenta para verificar o envolvimento do estresse

oxidativo na fase embrionaria.

1.7  Peixe-zebra como Modelo Animal de Pesquisa

O uso de modelos animais com semelhanca genética a humanos em pesquisas
biomédicas, toxicologicas, comportamentais, entre outras é de extrema importancia, no
entanto, diversas agéncias e organiza¢Ges governamentais, por questdes éticas, restringem o
uso de animais como roedores (OLSON et al., 2000), sendo necessario o uso de modelos
alternativos para suprir essa demanda.

Nesse contexto, o peixe-zebra (Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822), apresentado
na Fig.6, também conhecido como paulistinha, € um pequeno teledsteo de agua doce, que
mede de 3-4 cm de comprimento, da familia Cyprinidae, nativo da india (WESTERFIELD,
2000) e que se destaca no ponto de vista cientifico em todas as suas fases de vida, como
modelo para estudo em diversas areas, como toxicologia de contaminantes ambientais,
pesquisas sobre o potencial farmacoldgico de novas drogas, embriologia, biologia do
comportamento entre outros (COLWILL; CRETON, 2011; GOLDSMITH, 2004,
PAARDEKOOPER OVERMAN; DEN HERTOG, 2014; SULUKAN et al., 2017).

Fonte: goo.gl/Y7m8Jq.
Figura 6:Peixe-zebra adulto. Tele6steo da familia Cyprinidae, muito utilizado como modelo alternativo para

diversas pesquisas.

Este reconhecimento se faz valido devido a algumas caracteristicas relevantes que o
peixe-zebra apresenta tais como, facilidade no manejo e manutencéo, alta taxa reprodutiva,
desenvolvimento embrionario rapido e externo, transparéncia dos embriBes, entre outras,
tornando-o um modelo alternativo e complementar excelente para inimeros campos de
pesquisa (LIESCHKE; CURRIE, 2007).

O peixe-zebra tem se destacado em sua fase embrionaria principalmente na

toxicologia, bem como na descoberta de novas drogas, devido ao seu desenvolvimento rapido


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Francis_Hamilton-Buchanan&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/1822
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e a transparéncia dos embrides, o que possibilita observar o seu desenvolvimento desde as
primeiras horas poés-fertilizagdo (hpf) e também endpoints como mortalidade, frequéncia
cardiaca, formacdo de somitos, anormalidades morfoldgicas, taxa de eclosdo, entre outras.
Além disso, € possivel obter dados relacionados ao repertorio comportamental da espécie,
frente a exposicdo a um determinado contaminante ou droga (DAI et al., 2014; HILL et al.,
2005; IRONS et al., 2013; PEREIRA; CAMPOS; BOGO, 2016).

Cada fase do desenvolvimento embrionario nos fornece “endpoints” de interesse
toxicoldgico essenciais no entendimento do mecanismo de toxicidade do composto testado.
Segundo a OECD GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS - Fish Embryo
Acute Toxicity (FET) Test, (2013) que regulamenta testes toxicolégicos em embribes de
peixes, as exposicdes a quimicos devem ocorrer nas primeiras hpf, fase esta que €
caracterizada por uma intensa e rapida divisao celular. Periodo de segmentacdo (10 - 24 hpf):
orgdos comecam a se desenvolver e se tornam visiveis, as células iniciam sua diferenciacéo
morfolégica, ocorre o entendimento e desprendimento da cauda, formacdo de somitos,
aumento do tamanho corporal e também adquirem a primeira movimentacéo dentro do corion.
Durante o periodo de faringula (24 - 48 hpf), ocorrem as seguintes modificacdes: organizacao
bilateral, notocorda bem desenvolvida, formacao das branquias, desenvolvimento do cérebro
e sistema nervoso, alongamento dos arcos faringeos, adquirem pigmentacdo, formacdo do
sistema circulatério. E por fim o periodo de eclosdao (48 - 72 hpf): eclosdo do corion,
morfogénese completa, desenvolvimento das nadadeiras peitorais, branquias e mandibula,
pequena abertura da boca, nado ativo (Fig.7) (KIMMEL et al., 1995).

Fonte: Ingham, 1997.
Figura 7: Estagios do desenvolvimento embrionario de peixe-zebra.(A) 1,25 hpf. (B) 4hpf. (C) 6hpf. (D) 10 hpf.
(E) 11.5 hpf. (F) 16 hpf. (G) Embrido com 24 hpf. (H) Larva 120 hpf.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista 0 uso inadequado de pesticidas na pratica agricola, o envolvimento do
estresse oxidativo como mecanismo causador de efeitos deletérios sobre a fisiologia de
organismos ndo-alvo, a importancia da regulacdo redox na fase embrionaria de organismos
aquaticos expostos a xenobidticos e a caréncia de informac6es sobre o potencial embriotoxico
de fungicidas lideres de mercado como o MZ, faz-se necessario investigar e aprofundar os
conhecimentos sobre mecanismos de acdo toxica e 0s riscos ambientais relacionados ao uso

indiscriminado deste pesticida.



21

3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Investigar o potencial efeito embriotdxico do fungicida Mancozeb em embribes de
peixe-zebra

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar parametros de viabilidade e sobrevivéncia em embriGes de peixe-zebra

expostos a diferentes concentragdes de MZ;

- Avaliar os efeitos do MZ sobre parametros morfolégicos e comportamentais durante o

desenvolvimento embrionario de peixe-zebra;

- Avaliar os efeitos da exposicdo ao MZ sobre a producdo de EROS e pardmetros de

defesa celular antioxidante;

- Avaliar os efeitos da exposicdo ao MZ sobre parametros relacionados a morte celular e

dano oxidativo ao DNA;

- Avaliar o envolvimento do estresse oxidativo nos efeitos deletérios do MZ sobre o

desenvolvimento embrionario de peixe-zebra.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Reagentes

N-acetilcisteina, Mancozeb (97,5%), diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH.-
DA), N, N ', N'-tetrametilacridina-3,6-diamina (Laranja deAcridina), CDNB, tBOOH, GSH,
NADPH,foram adquiridos de Sigma-AldrichChemicalCo. (St. Louis, MO). Todos 0s outros
produtos quimicos foram de qualidade analitica e obtidos de fornecedores comerciais padrdes.

4.2  Manutencao de Peixes-zebra Adultos e Obtencédo de Embrides

A criagdo e manutencgdo de peixe-zebra em biotério foi aprovada e regulamentada pelo
CEUA - Unipampa (protocolo 003-2016). Espécimes adultas de peixe-zebra (Danio rerio),
linhagem selvagem, adquiridos de um fornecedor local,foram mantidos sob condigdes
adequadas em sistema de recirculacdo Zebtec®, seguindo alguns parametros considerados
essenciais para uma boa qualidade de vida da espécie em biotério, como agua de osmose
reversa, pH 7,2, condutividade 400 uS, temperatura 28° C, fotoperiodo de 14 horas de claro e
10 horas de escuro e sua dieta constituida de racdo comercial flocada e alimento vivo
(Artemia salina) suplementados4x ao dia nos respectivos horarios: 8:30, 11:30 e 14:30 com
racdo comercial e 17:00 com artemia salina, de acordo com protocolos previamente
estabelecidos (WESTERFIELD, 2000). Os embrides de peixe-zebra utilizados no presente
trabalho foram obtidos a partir da reproducdo de espécimes adultos, apds reproducdo e
manutencdo, os embrides foram mantidos em incubadora BOD a 28°C até o momento da

exposicéo e durante os subsequentes tratamentos.

4.3  Curva de Concentragdo-resposta do MZ e NAC

Nossas concentracdes de MZ foram baseadas em uma curva de concentragao-resposta
(TILTON et al., 2006). A partir dessa curva, foi escolhida uma concentracédo de trabalho (1,88
pUM) a qual ndo comprometeu a sobrevivéncia dos embribes, ao contrario das demais
concentracdes testadas (2,81 e 3,75 pM). Além disso, foi realizada uma curva de
concentragdo do antioxidante NAC, baseado na literatura (KRISHNAN, 2013). Foram
testadas as concentragdes de 200, 300, 500 e 750 uM de NAC, a fim de prevenir as alteracGes
morfoldgicas induzidas pelo MZ, bem como atenuar os efeitos sobre a sobrevivéncia dos
embrides expostos. A partir da curva, foi escolhida a concentracdo de 750 puM, a qual
demonstrou acdo preventiva sobre a sobrevivéncia e alteracdes morfologicas induzidas pelo

MZ frente a concentracéo de 1,88 uM.



23

4.4  Desenho Experimental

C @
Reproducio de ﬁ
espécimes |
.

adultas (CEUA-

Unipampa: 003-
2018)

28 hpf:
Movimento
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4hpf: Shpf: 24hpf: 48hpf: T2hpf:
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comMACTE0  MZ1,88uM Frequéncia Cardiaca;
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Atividades Enzimaticas;
Genotoxicidade,
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Processo de Apoptos e in vivo;
Testes sensor-motores

Fonte: Adaptada pelo autor a partir do Zebrafish Book (Westerfield, 2000).
Figura 8: Desenho experimetal. A figura demonstra os periodos de exposicbes a NAC e ao MZ,

respectivamente, assim como 0s posteriores ensaios.

4.4.1 Preé-exposicdo a NAC e exposicdo ao MZ

Para determinar o envolvimento do estresse oxidativo durante a embriotoxicidade
induzida por MZ, um pré-tratamento com NAC foi realizado na concentragdo final de 750
uM. Em resumo, 50 embrides de peixe-zebra no tempo de 4hpf foram expostos durante 1 hora
a NAC e posteriormente(5 hpf), expostos a MZ 1,88 uM em um volume final de 30 mL em
placas de Petri. As dilucBes dos reagentes foram preparadas em agua do sistema e os embrides
foram mantidos em incubadora BOD, sob parametros de temperatura e fotoperiodo

supervisionado durante todo o tratamento.

4.5  Sobrevivéncia, Alteracdes Morfoldgicas e Taxa de Ecloséo

A taxa de sobrevivéncia dos embribes foi avaliada 24 hpf sob estéreo microscopio
Carl ZeissStemi 2000C. A viabilidade dos embriGes foi analisada por observacdo da
coagulacdo dos ovose auséncia de batimento cardiaco. A analise das alteracbes morfologicas
foi realizada 48 hpf. Foram avaliadas caracteristicas como distor¢cdo do eixo corporal e
tamanho corporal. A taxa de eclosdo foi avaliada 72 hpf. Todos os parametros aqui descritos
foram avaliados de acordo com protocolos publicados anteriormente (OECD, 2013). As
imagens foram obtidas através de um estéreo microscépio Carl ZeissStemi 2000C acoplado a

uma camera digital Moticam 2000, zoom 1.25x e analisadas usando o software Image J.
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4.6  Movimento Espontaneo

Atraveés desse teste, foi contabilizado o nimero de movimentos totais do eixo do corpo
realizados pelos embribes dentro do corion (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998). Apos 0s
tratamentos, 15 embriGes a 28 hpf foram selecionados aleatoriamente para o teste (um nimero
total de 75 embrides por grupo).Os embrides foram deixados para se adaptando durante 2 min
em placas de Petri contendo &gua do sistema e seu movimento espontaneo foi contado por 1
minuto e as avalia¢Ges feitas sob estéreomicroscopio Carl Zeiss Stemi 2000C acoplado a uma

camera digital Moticam 2000 (zoom 1.6x).

4.7  Frequéncia Cardiaca

A frequéncia cardiaca dos embriGes foi medida a 48 hpf. Apés tratamentos, 15
embribes de cada grupo foram aclimatados durante 2 minutos em placas de Petri contendo
agua do sistema. Os batimentos cardiacos foram contados com a ajuda de um estéreo
microscopio Carl ZeissStemi 2000C acoplado a uma camera digital Moticam2000, zoom
1.25x, durante 1 min, de acordo comXIA; ZHENG; ZHOU(2017).

4.8  Determinacédo da geracdo de EROs in vivo

Para a avaliacdo da geracdo de EROs, foram utilizados procedimentos previamente
estabelecidos (ANICHTCHIK et al., 2008)com pequenas modifica¢cdes. Resumidamente, 0s
embrides a 48 hpf foram retirados do coérion e colocados em placa de 96 pocos (5 embrides
por po¢o), em um volume final de 250 puL de agua do sistema. Em seguida, 0os embrides
foram incubados com o corante fluoroforo diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH2DA),
na concentragdo final de 1pug / mL durante 1 h no escuro e a intensidade de fluorescéncia foi
medida logo apds em um leitor de microplacas (PerkinElmerEnspire 2300) excitacdo e
emissdo de 495nm/529nm, respectivamente. Para obtencdo de imagens representativas, 0S
embrides foram montados em laminas para microscopia, fixados com metilcelulose 1,5% e as
imagens obtidas usando microscépio de fluorescéncia (Olympus 1x71) com uma ampliacao
de 40x, com uma exposicdo de 500 milissegundos, em luz verde (Olympus URFLT luz UV).

Imagens representativas foram adquiridas com ajuda do software (Q Capture).

4.9  Determinacéo dos Niveis de GSH

Para este ensaio, utilizaram-se 10 embriGes por concentragdo (n=4) com 48 hpf,
homogeneizados em 375 pL de tampao fosfato de Na + EDTA (100 mM + 5 mM, pH 8,0) no
powerlyzerdurante 30 segundos a 2000 vibragdes. Foram adicionados 125 pl de acido

fosforico a 25% as amostras e centrifugados em ultracentrifuga durante 30 mina 4 ° C e
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100000 g. Para determinar os niveis de GSH, foram retirados 10 pL do sobrenadante, 180 pL.
de tampao de fosfato de sodio, foram adicionados 10 pL de Oftalaldeido (OPT) (1 mg / ml)
numa placa de 96 pocgos, incubados durante 15 min no local e lendo em fluorimetro nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdao, 350/420 nm, respectivamente, de acordo com
HISSIN; HILF(1976).

4.10 Preparacao das Amostras para Ensaios Enzimaticos

Para as andlises bioquimicas 30 embrides inteiros (n=90) a 48 hpfforam
homogeneizados em 200 uL de tampao HEPES 20 mM, pH 7,0 no powerlyzer durante 30s a
2000 rpm. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 30 mina 4 ° C e 20000 g

e 0 sobrenadante armazenado a -20 ° C para posteriores analises.

4.10.1 Ensaio de GST

A avaliacdo da atividade da GST foi baseada na metodologia descrita porHABIG;
JAKOBY (1981). Apds a preparacdo da amostra, foi adicionado ao sobrenadante um mix de
tampéo fosfato, constituido por EDTA 0,0025 M, K2HPO4 0,25 M, KH2PO4 0,25 M, pH 7,0 e
GSH 100 mM.A reacdo terd inicio quando se adicionar 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB) e
a atividade da enzima sera avaliada através de espectrofotdmetro a 340nm, sendo determinada

através da conjugacdo do grupamento tiol da GSH com o CDNB durante 2 minutos.

4.10.2 Ensaio de GPx

O ensaio para avaliar a atividade da enzima GPx foi realizado
segundoWENDEL(1981).Apds a preparacdo da amostra, foi adicionado ao sobrenadante um
mix de tampao fosfato, constituido por EDTA 0,0025 M, K2HPO4 0,25 M, KH2PO4 0,25 M,
pH 7,0, GSH 100 mM, NADPH 100 mM e GR 5U/mL. A reacdo terd inicio quando se
adicionar tBOOH (Hidroperoxido de tert-butila) 10 mM e a atividade da enzima sera avaliada
através de espectrofotdbmetro a 340nm, sendo determinada através do consumo de NADPH

durante 2 min.

411 Determinagdo da Morte Celular e dano a acidos nucléicos

4.11.1Ensaio Cometa

A genotoxicidade foi avaliada por quebras na dupla hélice do é&cido

desoxirribonucléico atraves do teste cometa de acordo com KOSMEHL et al. (2008), com
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algumas modificagGes. Para este fim, prepararam-se laminas contendo 150 uL. de agarose 1%
(diluida em PBS) e colocadas para secagem a 40 ° C. Em seguida, 20 embriGes por grupo
foram homogeneizados manualmente com auxilio de um pistilo durante 5 minutos com 1mL
de tampédo DMEN (Dulbecco’sModified Eagle Medium), centrifugados durante 10 minutos a
3000 rpm, para remogéo adicional do sobrenadante e ressuspensdo do pellet em tampédo PBS
1% . Para completar a preparagao de laminas, foram colocados 10 pL de amostra em 90 pL de
agarose 0,75% com baixo ponto de fuséo e adicionados a lamina, espalhando o contetido. As
laminas foram colocadas a 4 ° C durante 15 minutos e depois adicionadas numa solucdo de
lise contendo 100 mM de EDTA, 2,5 M de NaCl, 1% de Triton X100 e 10% de DMSO (pH
13,0) no escuro a 4 ° C durante a noite. Apos este tempo, as laminas foram imersas em
solucéo neutralizante contendo Tris 400 mM durante 30 minutos. Para o desenrolamento do
DNA, as laminas foram imersas por 30 minutos em um tanque de eletroforese horizontal
contendo um tampéo alcalino (12 g/L de NaOH e 0,37 g/ L de EDTA) a 25 V e 300 mA.
Apos a eletroforese correr, as laminas foram lavadas em agua destilada, fixadas com &lcool
70% durante 5 minutos e colocadas na geladeira durante 1 h. Entéo, as laminas foram coradas
com Cyber Green por 5 minutos. Todas as laminas foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia (Olympus 1x71), 100xmagnificacdo, com exposicao de 1044,7 milissegundos,
na luz verde (Olympus URFLT luz UV) e um sistema de analise de imagem (Q Capture). As

imagens obtidas foram analisadas pelo software de analise de imagem ImageJ/Open Comet.

4.11.2 Ensaio de Apoptose Celular in vivo

Para este ensaio, 0s embrides com 48 hpf foram retirados do cérion e incubados com o
fluoréforo laranja de acridina para a deteccdo de células em processo de apoptose. Em um
eppendorf de 2mL foram colocados 5 embrides, dgua do sistema e o reagente na concentracao
final de 5 pg/mL, incubados no escuro durante 30 min (TILTON; LA DU; TANGUAY,
2008). Apds, os embribes foram lavados trés vezes em &gua do sistema, posteriormente
fixados em laminas para microscopia com metilcelulose 1,5% e as imagens obtidas através de
microscopio de fluorescéncia (Olympus 1x71) a 40xmagnificacdo, com uma exposi¢do de 500
milissegundos, na luz verde (Olympus URFLT luz UV) e um sistema de analise de imagem
(Q Capture). As imagens obtidas foram analisadas pelo software Imagel, apenas a area total

da cauda foi mesurada.

4.12 Teste de Fuga Frente a Estimulo Adverso (Touch scape) e Capacidade Natatoria
Os testes comportamentais foram realizados 48 hpf, os embrides foram submetidos ao
teste comportamental de resposta ao toque (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998). Nesta fase
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de desenvolvimento, os embrifes permanecem inertes no ambiente, respondendo apenas a
estimulos, como o toque. Resumidamente, um embrido de cada vez foi colocado suavemente
no centro de uma placa de Petri contendo 20 mL de &gua do sistema e aclimatado durante 2
minutos, depois foi realizado o toque com auxilio de uma pin¢a entomolégica (estimulo) e,
em seguida, 0 numero de estimulos necessarios para o primeiro deslocamento foi calculado,
assim como a capacidadedo individuo de realizar um escape padrdo (resposta de natagdo).
Esses comportamentos foram avaliados por dois operadores (30 embrides por grupo).

4.13 Quantificacdo Total de Proteinas
O teor de proteina foi determinado utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
padrdo, de acordo com Bradford (1976).

4.14  Analises Estatisticas

Foram aplicados testes de normalidade (Kolmogorov Smirnov) e homogeneidade
(teste de Bartlett). Os resultados foram expressos como média + erro padréo (S.E.M.), para 0s
dados ndo paramétricos, a analise foi feita atraves do teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn’s. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste unidirecional (ANOVA) e pds-
teste de Tukey, considerando os resultados significativos quando p < 0,05. Todas as analises

foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0°.
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S. RESULTADOS

51  Aexposi¢do ao MZ prejudica a sobrevivéncia e a taxa de eclosdo dos embrides

MZ foi capaz de afetar o desenvolvimento e comprometer a sobrevivéncia e taxa de
eclosdo dos embriGes em todas as concentracdes testadas (Fig. 9A e 9B). Bem como afetou a
morfologia dos embriGes tratados de modo dose-dependente (Fig. 10). Controles e NAC néo
resultaram em efeitos toxicos. No entanto, quando os embrides de peixe-zebra foram pré-
tratados com NAC, os efeitos toxicos induzidos pelo MZ foram bloqueados na sobrevivéncia,
taxa de eclosdo e morfologia dos embrides apenas uma concentragdo de 1,88 uM (Fig. 11A,
11B e 12).
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Figura 9:Sobrevivéncia e eclosdo de embrides expostos a diferentes concentracfes de MZ. (A) NUmero de
embrides mortos ap6s 24 hpf. (B) Numero de embrides eclodidos ap6s 72 hpf. Os resultados foram expressos
como média + SEM (n=150 embrides por grupo). A andlise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-
Wallis seguido pelo Teste Comparativo Mdltiplo de Dunn's (*** p <0,001).

Fonte: Imagem do autor.

Figura 10: Alteragcbes morfologicas induzidas pelo MZ. A figura acima demonstra a principal alteragdo
morfolégica observada no trabalho (distorcdo da notocorda), que se mostrou de maneira dose-dependente.
Escala: 500 pm.



29

Sobrevivéncia

Ecloséo
#
1 n
37 o 1.51
n *
o
2 =
° ° #Hi#t
E g L |
»
o - 4 1.0
5.2 -
Z a 2 a
o = - -
£ « '; ~
(RN} S ~
s 14 o 057
[=}
bt o
@ ° *kK
E £
=1
z 0 T ; 0.0 T T
CTL NAC MZ NAC+MZ CTL NAC MZ NAC+MZ

Figura 11: Efeitos da exposi¢do ao MZ e pré-tratamento com NAC sobre a sobrevivéncia e eclosdo de embrides
de peixe-zebra. (A) NUmero de embriGes ndo-vidveis apds 24 hpf. (B) NUimero de embrides ndo eclodidos apds
72hpf. Os dados sdo expressos como médias = SEM. A analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-
Wallis seguido pelo Teste Comparativo Mdltiplo de Dunn's (*** p <0,001; * p <0,05 comparando CTL e MZ. ##p
<0,001; #p <0,05 comparando MZ e NAC+MZ).

MZ 3,75y ©NAC 750 M + MZ 3,75 uM

Fonte: Foto do autor.
Figura 12: Capacidade protetora da NAC frente a exposicdo ao MZ. A imagem demonstra que apenas os danos

causados pela concentracdo mais baixa de MZ testada foram prevenidos pela NAC. Escala: 500 pm.

5.2  NAC bloqueou anormalidades morfolédgicas induzidas por MZ e aumento da
frequéncia cardiaca

As anormalidades morfoldgicas induzidas pelo tratamento com MZ foram
apresentadas na figura 13. Assim, a toxicidade de MZ induziu distor¢do do eixo do corpo,
causou uma reducdo significativa do comprimento do corpo e diminuicdo da frequéncia
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cardiaca. No entanto, o pré-tratamento com NAC foi capaz de proteger contra alteracfes

morfologicas e cardiotoxicidade induzida pela exposi¢do ao MZ.
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Figura 13: Efeitos do Mz e NAC sobre parametros morfolégicos e frequéncia cardiaca de embrides de peixe-
zebra. (A) Comprimento corporal. (B) Numero de embriGes que apresentaram distor¢do do eixo corporal.(C)
Frequéncia cardiaca de embrides expostos aos compostos ao final de 48hpf. Os dados sdo expressos como
médias + SEM. A anélise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis seguido pelo Teste
Comparativo Mltiplo de Dunn's (*** p <0,001 comparando CTL e MZ. ##p <0,001; # p <0,01 comparando MZ
e NAC+MZ).

5.3  NAC aumentou os niveis de GSH e atenuou a geracédo de EROs induzida pela
exposi¢cdo ao MZ

Para determinar a associacdo com 0 estresse oxidativo na embriotoxicidade induzida
por MZ foi realizada a determinacdo de EROS, bem como avaliado os niveis de GSH. MZ
promoveu um aumento significativo na geracdo de EROs, em contraste, a fluorescéncia
relativa foi atenuada compré-tratamento com NAC (Fig. 14). Além disso, MZ reduziu 0s
niveis de GSH, no entanto, o pré-tratamento com NAC apresentou um efeito protetor,
impedindo a diminuicdo dos niveis de GSH (Fig. 15). Por outro lado, as atividades de GST e

GPx ndo mostraram diferencas significativas em relacdo ao controle (Fig. 16A e 16B).

Frequéncia Cardiaca

NAC+MZ
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Fonte: Imagem do autor.

Figura 14: Efeitos de MZ e NAC sobre a producdo de EROS (in vivo) em embriGes de peixe-zebra.(A) Imagem
representativa. (B) A producdo de espécies reativas foi determinada através da quantificacdo da fluorescéncia
relativa do corante DCFDA apds a exposi¢do aos compostos. Os dados sdo expressos como média £+ SEM. A
analise estatistica foi realizada através de analise de varincia (One-way ANOVA) seguido de teste comparativo
Tukey (*** p <0,001 comparando CTL e Mz. ##p <0,001 comparando MZ e NAC+MZ).
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Figura 15: Avaliacdo dos niveis de GSH. Niveis de glutationa total reduzida (tGSH) em embrides a 48 hpf. O
resultado foi expresso por pumol GSH/mg de proteina de 10 animais individualmente para cada grupo em trés
testes independentes. Dados expressados como média + SEM e analisados por ANOVA unidirecional seguido
por pés-teste de Tukey (* p <0,05 em comparagdo com o controle), (### p <0,001 comparado MZ a NAC +
MZ).
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Figura 16: Atividades Enzimaticas. (A) Atividade da GST em embrides de 48 hpf, expressada por umol / min
mg de proteina de 30 animais individualmente para cada grupo em pelo menos trés testes independentes. Dados
expressados como média £ SEM e analisados por Kruskal-Wallis e o Teste Comparativo Mdltiplo de Dunn. (B)
atividade de GPx em embriGes de 48 hpf, expressada por pmol/min mg de proteina de 30 animais
individualmente para cada grupo em pelo menos trés testes independentes. Dados expressos como média + SEM

e analisados por ANOVA unidirecional seguido de Tukey's post-hoc.

54  NAC impediu a fragmentagdo do DNA e aumento da morte celular em embrides
expostos ao MZ

No ensaio cometa, MZ revela um aumento significativo no comprimento total e
comprimento da cauda dos cometas em comparacdo com o controle (CTL), além disso, 0s
resultados corroboram para um aumento no nimero de células apoptoticas (apontadas pelas
setas brancas), de acordo com a fluorescéncia relativa, dados também mostrados na imagens
representativas. Em contraste, o pré-tratamento com NAC reduziu a fragmentacdo do DNA
(Fig. 17, 18A e 18B) e o numero de células apoptoticas (apontadas pelas setas brancas),

induzidas pela exposi¢do ao MZ (Fig. 19).

Control

Fonte: Imagem do autor.
Figura 17: Imagem representativa dos danos ao DNA. Imagem representando a fragmentacdo do DNA induzida

pelo MZ e a atenuacdo desses danos devido ao pré-tratamento com NAC.
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Figura 18: Efeitos do MZ e NAC sobre a fragmentacdo da cromatina (genotoxicidade) em embribes de peixe-
zebra. A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada através do teste Cometa. Os valores foram expressos em
microns. Um total de 100 nlcleos foram analisados para cada grupo experimental. Os dados sdo expressos como
médias = SEM e analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo Teste Comparativo Multiplo de Dunn's (*** p
<0,001 comparando CTL e MZ. #p <0,001; #p <0,01 comparando MZ e NAC+M2Z).
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Fonte: Imagem do autor.

Figura 19: Avaliacdo da morte celular induzida por MZ pelo método do fluoréforo Laranja de Acridina. (A)
Imagem representativa de células em processo de apoptose (apontadas pelas flechas brancas). Quantificacdo da
fluorescéncia relativa em embriGes de peixe-zebra expostos as diferentes condi¢des experimentais. Os dados séo
expressos como média £ SEM. A analise estatistica foi realizada através do teste Kruskal-Wallis seguido pelo
Teste Comparativo Mdltiplo de Dunn's (*p <0,05 comparando CTL e Mz.*#p <0,001 comparando MZ e
NAC+MZ).

55  NAC protegeu contra os danos sensoriais e motores induzidos pelo MZ

A 28 hpf, o movimento espontaneo foi significativamente aumentado em embrifes
expostos ao MZ, no entanto, os embrides pré-tratados com NAC demonstraram
comportamento semelhante ao CTL (Fig. 20A). A resposta a um estimulo adverso (touch) e
capacidade natatoria foram utilizadas como medida de avaliagdo do comportamento sensori-
motor dos embrides com 48 hpf. Embrides expostos ao MZ necessitaram de mais de um toque

para realizar movimento, porém ndo realizaram um nado padréo de fuga como o CTL,
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responderam com contracfes onduladas do eixo do corpo e incapacidade de nadar, no entanto,

esses danos foram prevenidos compré-tratados com NAC (Fig. 20B e 20C).

C Capacidade Natatoria
Movimento Espontaneo B Teste de Escape

##
#H#4 2.09 ##
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Figura 20: Analise de movimento espontaneo e capacidade sensori-motora de embrifes de peixe-zebra pré-
tratados com NAC e expostos a MZ. (A) Movimento espontaneo de embribes a 28 hpf, expresso por curvaturas
totais do corpo/min. (B) Teste de Escape (Touchscape), expresso como o nimero de estimulos necessarios para
0 primeiro movimento natatério. (C) Capacidade natatéria, expressa como capacidade de realizar um
comportamento padrdo de natagdo perante a um estimulo adverso. Para todos esses dados, foram utilizados 50
embrides individualmente para cada grupo, e a andlise estatistica é expressa como média + SEM, analisada por
Kruskal-Wallis e o Teste Comparativo Multiplo de Dunn (*** p <0,001; ** p <0,01 em compara¢do com
controle), (### p <0,001; p <0,01 comparou MZ a NAC + MZ).
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6. DISCUSSAO

Agroquimicos sdo utilizados em larga escala, no combate a pragas agricolas, evitando
assim a perda da produtividade e prejuizos econdmicos. No entanto, os subprodutos derivados
da decomposicdo desses compostos, podem chegar até ambientes aquaticos através de
processos naturais como lixiviacdo e escoamento superficial, levando a consequéncias como a
contaminacdo desses ambientes e prejuizos a fisiologia de organismos nao-alvo(ROSE;
CARTER, 2003; SINGH; SRIVASTAVA, 2013).

MZ, um fungicida pertence aos DTCs, é frequentemente utilizado e as evidéncias da
literatura demonstraram varias consequéncias nocivas para 0 meio ambiente, em especial para
0s organismos aquaticos como peixes e anfibios (HARRIS et al., 2000; PALLAVI
SRIVASTAVA AND AJAY SINGH, 2014; SHENOQY et al., 2009).

O desenvolvimento embrionério é caracterizado por uma alta taxa de diferenciacao e
apoptose celular, que depende da homeostase redox (DENNERY, 2007).0Organismos
aquaticos em fase embrionaria sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo, uma vez que
dependem essencialmente do equilibrio redox para o seu desenvolvimento (PASKOVA;
HILSCHEROVA; BLAHA, 2011). Porém, uma producdo exacerbada de EROs pode
perturbar esse equilibrio, causando assim alteracdes morfologicas, afetar a taxa de
sobrevivéncia desses organismos, entre outros prejuizos (COLE; ROSS, 2001; HAHN et al.,
2015).

O presente trabalho apresentou como principal anomalia morfoldgica a distor¢do do
eixo da notocorda, com isso, este resultado corrobora com outros estudos que demonstraram
gue compostos pertencentes aos DTCs promovem alteragdes morfoldgicas comuns durante o
desenvolvimento de embrides de peixe-zebra, como distor¢do da notocorda (HAENDEL et
al., 2004; TILTON et al., 2006; VAN BOXTEL et al., 2010). Além disso, prejudicou a
sobrevivéncia e eclosdo dos embrides expostos, bem como causou um atraso no
desenvolvimento do tamanho corporal e exerceu efeitos cardiotoxicos,observados através da
diminuicdo da frequéncia cardiaca. Segundo HALLARE et al. (2005), a eclosdo dos embrides,
processo que ocorre 72 hpf, é relacionado a movimentos corporais com a finalidade de
romper o cérion, a incapacidade de romper o envoltério pode estar associada com a perda da
capacidade muscular decorrente das mas-formacdes observadas (YAMAGAMI, 1988).

Em contrapartida, a NAC foi capaz de prevenir as alteracbes morfoldgicas, prejuizos a
sobrevivéncia e eclosdo, além dos efeitos induzidos sobre a frequéncia cardiaca frente a
exposicdo a concentracdo de trabalho (1,88 pM). Desse modo, foi reforgcada a hipdtese do
envolvimento do estresse oxidativo na embriotoxicidade induzida pelo MZ e enfatizado o

potencial antioxidante da NAC.
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DTCs, como o0 MZ, tém como principal alvo a oxidacdo de grupos sulfidrila (SH), em
especial o sistema glutationa. A exposi¢do ao MZ reduziu os niveis de GSH em relacdo ao
CTL, somado a isso, houve um aumento na geracdo de EROs. Assim, o pré-tratamento com
NAC foi capaz de manter os niveis de GSH, que é indispensavel para a regulacgéo,
proliferacdo celular e transcricdo na fase embrionaria de vertebrados (SANT et al., 2017;
TIMME-LARAGY et al., 2013), bem como atenuar a producdo de EROs. Estudos anteriores
demonstraram que a NAC poderia aumentar a biossintese e a reciclagem da GSH (ELBINI
DHOUIB et al., 2016; PENA-LLOPIS; FERRANDO; PENA, 2003), mantendo assim a
homeostase redox, fator este que desempenha um papel importante para a elucidacdo do
comprometimento embrionario induzido por MZ.

Além disso, o tratamento com MZ induziu a genotoxicidade determinada atraves dos
biomarcadores de morte celular e de dano do DNA. Um fator importante associado ao
mecanismo alternativo de toxicidade poderia estar estreitamente relacionado com o composto
metalico inorganico principal deste fungicida. O Mn poderia promover a ativacdo de
proteinas-chaves envolvidas na sinalizacdo de apoptose (ALTENHOFEN et al., 2017). No
entanto, 0 mecanismo de toxicidade de MZ pode ser uma associacdo complexa de ligacao
tanto da porcdo organica como inorganica do composto (DOMICO et al., 2007; LI et al.,
2013).

Nossos resultados revelaram que houve um aumento no ndmero de movimentos
espontaneos realizados pelos embrides expostos ao MZ. A toxicidade induzida pelo MZ pode
comprometer o sistema sensorial embrionario de resposta a estimulos fotoreceptores,
causando uma possivel hiperatividade nos embriGes expostos. Esta anormalidade pode estar
ligada a neurotoxicidade induzida pela composicdo metalica do MZ, o Mn (CENTONZE et
al., 2001; KRISHNA et al., 2014), além disso, a exposi¢do continuada ao composto causou
uma diminuicdo da capacidade de resposta a estimulos adversos.

Sabendo-se do possivel envolvimento do estresse oxidativo na toxicidade induzida
pelo MZ, conseguiu-se demonstrar através dos resultados obtidos com o pré-tratamento com
NAC a capacidade de reducdo da natagcdo anormal dos embrides, bem como o looping, que
geralmente é causado devido a distor¢cdo da notocorda, um dano associado aos efeitos toxicos
dos DTCs e altas doses de Mn (ALTENHOFEN et al., 2017; BAKTHAVATSALAM et al.,
2014).
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7. CONCLUSAO

Em conclus&o, no presente trabalho se tornou evidente que o MZ é um potente agente
pro-oxidante, capaz de induzir embriotoxicidade em embriGes de peixe-zebra. Tendo em vista
o fato de que o antioxidante NAC foi capaz de exercer um efeito protetor sobre os parametros
avaliados, a hipotese do envolvimento do estresse como um dos principais mecanismos de
toxicidade do M2z foi reforcada, enfatizando o papel chave do equilibrio redox no

desenvolvimento embrionario normal de organismos aquaticos.
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