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RESUMO

A presenca de parasitoses nos sistemas de cultivo € um obstaculo para a
ampliacdo da cadeia produtiva na aquicultura, causando prejuizos e apresentando
dificuldades no tratamento, devido a auséncia de produtos comprovadamente
eficientes. Dentre essas parasitoses, a mais comumente encontrada é a Lernea
(Lernaea cyprinacea). Como possivel alternativa é apresentado o uso de produtos de
origem natural, como 0s extratos vegetais. Entre eles, 0 uso de extratos de Pinus sp.
foi avaliado in vitro pelo seu potencial antiparasitario, antioxidante e anti-inflamatario,
apresentando resultados promissores. Entretanto, ainda € necesséario analisar seu
potencial toxicolégico em peixes. Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade do extrato aquoso de acicula de Pinus sp. em zebrafish (Danio rerio).
Inicialmente, 120 exemplares de zebrafish foram expostos as concentracbes de 0
(controle), 50 mg/L e 100 mg/L de extrato aquoso de Pinus sp. (4 repeticdes por
tratamento; 10 peixes por unidade experimental) durante 96 horas. Apos, foi realizado
0 experimento de exposicdo prolongada, com duracdo de 28 dias e exposicao a
concentracfes de 0 (controle), 1, 3,2, 10, 32 e 100 mg/L de extrato aquoso, utilizando
240 peixes (4 repeticdes por tratamento; 10 peixes por unidade experimental). Em
ambos os ensaios foi observada a mortalidade, ocorréncia de anomalias fisicas e
comportamentais. Ao final do experimento de exposi¢cao prolongada, os peixes foram
eutanasiados para coleta de amostras de figado, musculo, branquias e peixe inteiro
para quantificacdo da atividade do superoxido dismutase (SOD), atividade da
Catalase (CAT), concentracdo de proteina carbonil (PC) e TBARS. Durante ambos os
experimentos, ndo ocorreu mortalidade e ndo foram observadas anomalias externas
ou comportamentais. No ensaio de exposi¢ao prolongada, foi observada peroxidacao
lipidica dose dependente no figado e nas branquias, além de inibicdo dose
dependente das enzimas SOD e CAT, indicando que o extrato de Pinus pode causar
dano celular quando utilizado em doses a partir de 3,2 mg/L.

Palavras-Chave: fitoterdpicos, estresse oxidativo, Danio rerio, extrato aquoso,

exposi¢éo cronica



ABSTRACT

The presence of parasites in aquaculture systems is an obstacle to expanding the
aguaculture production chain, causing losses and resulting in difficulties in treatment,
due to the lack of proven efficient products. Among these parasites, the most
commonly found is Lernea (Lernaea cyprinacea). As a possible alternative, the use of
products of natural origin, such as plant extracts, is presented. Among them, the use
of extracts from Pinus sp. was evaluated in vitro for its antiparasitic, antioxidant and
anti-inflammatory potential, showing promising results. However, it is still necessary to
quantify the toxicological effects in fish. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the toxicity of the aqueous extract of Pinus sp. in zebrafish (Danio rerio).
Initially, 120 zebrafish specimens were exposed to concentrations of O (control), 50
mg/L and 100 mg/L of aqueous extract of Pinus sp. (4 replications per treatment; 10
fish per experimental unit) for 96 hours. Afterwards, a prolonged exposure experiment
was carried out, lasting 28 days with exposure to concentrations of 0 (control), 1.0, 3.2,
10, 32 and 100 mg/L of aqueous extract, using 240 fish (4 repetitions per treatment;
10 fish per experimental unit). In both trials, mortality and the occurrence of physical
and behavioral anomalies were observed. At the end of the prolonged exposure
experiment, the fish were euthanized to collect samples of liver, muscle, gills and whole
fish to quantify superoxide dismutase (SOD) activity, catalase (CAT) activity, protein
carbonyl (PC) concentration and TBARS. During both experiments, no mortality
occurred and no external or behavioral anomalies were observed. In the prolonged
exposure test, dose-dependent lipid peroxidation was observed in the liver and gills, in
addition to dose-dependent inhibition of SOD and CAT enzymes, indicating that the
agueous extract of Pinus sp. can cause cellular damage when used in doses above
3.2 mg/L.

Keywords: herbal medicines, oxidative stress, Danio rerio, aqueous extract, chronic

exposure
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a aquicultura tem se expandido de forma significativa devido
ao desenvolvimento de novas tecnologias, aumento da produgdo e aumento do
consumo de pescado. Em 2021, a piscicultura brasileira teve um aumento da
producdo de 4,7%, alcancando 841.005 toneladas, sendo a tilapia (Oreochromis
niloticus) lider do mercado de cultivo, representando 63,5% da producdo no pais
(PEIXE BR, 2022).

Embora o momento seja favoravel, a aquicultura ainda enfrenta obstaculos,
sendo a ocorréncia de patdégenos um dos principais problemas que circundam a
producdo. Estes organismos se manifestam quando ndo ha manejo produtivo,
alimentar e sanitario eficientes, vindo a causar danos e prejuizos na producao
(TAVECHIO et al., 2009; MACIEL et al., 2014)

Um dos principais tipos de patégenos sdo as parasitoses, que se alojam nos
animais causando ferimentos que, posteriormente, servirdo de porta de entrada a
outros organismos patogénicos, como virus, bactérias e fungos, diminuindo o
potencial produtivo dos animais e podendo leva-los a morte. A lernea (Lernaea
cyprinacea) € considerada a mais comum das parasitoses e a mais conhecida na
regido Sul do Brasil, fixando-se nas branquias, superficie corporal, nadadeiras, boca,
olhos e 6rgaos internos (CARRIEL, 2014).

O tratamento de lernea torna-se um grande desafio devido aos tratamentos
comumente utilizados serem quimioterapicos, geralmente apresentando eficiéncia
relativa, ndo possuindo comprovacdo de eficacia, além de serem potencialmente
prejudiciais ao meio ambiente e a saude do consumidor (BOEGER, 1999). Como
alternativa, tem sido estudado, ao longo dos anos, a utilizacado de fitoterapicos para o
seu tratamento, destacando-se a utilizacdo de extrato de Pinus sp. pelo seu potencial
antiparasitario, antioxidante e anti-inflamatério (LEANDRO et al., 2014; FURTADO et
al., 2021).

Embora os resultados sejam otimistas em analises realizadas in vitro, ainda é
preciso advir de uma analise mais profunda para determinar se os extratos de Pinus
sp. possuem efeito prejudicial e/ou letal aos peixes.

No presente trabalho foi escolhida a espécie Danio rerio como organismo
modelo, ja que o mesmo é muito utilizado para analises de toxicologia, genética e
biomédicas (MEYERS, 2018; RIBEIRO et al., 2022). Isso ocorre por se tratar de um
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organismo de baixo custo, manutencgao facil, crescimento acelerado e, principalmente,
genoma sequenciado. Desta forma, o conhecimento de seu genoma permite maior
aprofundamento e preciséo sobre os efeitos toxicos e deletérios de uma determinada
substancia ou extrato, permitindo que os resultados obtidos nos estudos com essa
espécie ornamental possam ter utilidade para espécies de corte, tendo maior
abrangéncia (MEYERS, 2018; RIBEIRO et al., 2022).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.2 Danio rerio (Zebrafish)

O Zebrafish (Danio rerio) € um pequeno peixe tropical de agua doce nativo da
regido sul da Asia, como Nepal, india, Paquistdo e Blangadesh, onde ha a ocorréncia
de periodos distintos de chuva e seca ao longo do ano. Essas variagbes sazonais
resultam em alteracdes na qualidade de agua, disponibilidade de alimento e tipos de
habitats, concedendo ao zebrafish maior tolerancia as variacbes ambientais. Seu
hébito alimentar inclui insetos, zooplancton, algas, detritos e demais materiais
organicos (MARTINS et al., 2020). Essa espécie passa pelos estagios de larva, juvenil
e adulto, apresentando tamanho médio inicial de 2 a 3 cm, podendo alcancarde 4 a5
cm ao longo de sua vida. Possui habito diurno, apresentando maior atividade
principalmente nas primeiras horas da manha. Também ha uma tendéncia em formar
cardumes de sexos misturados de 5 a 20 individuos (DAMMSKI et al., 2011).

A espécie € popularmente conhecida no Brasil como peixe-zebra ou
paulistinha, caracterizando-se pelo seu corpo esguio e alongado, com cabeca curta,
boca inclinada e voltada para cima, narina protuberante e pela presenca de um padrao
de listras pretas e brancas ao longo do corpo e das nadadeiras anal e caudal (Figura
1), sendo comumente utilizada nas atividades de aquarismo pela sua aparéncia e seu
baixo custo (DAMMSKI et al., 2011; SANTOS, 2022).
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Figura 1. Exemplar de Danio rerio

Fonte: MARTINS et al. (2020). Acesso em: 1 jun. 2022.

Além de ser uma espécie com expressiva participacdo no mercado de peixes
ornamentais, o zebrafish também é utilizado como organismo modelo em diversas
areas de investigacdo como na genética, ecotoxicologia, toxicologia, biologia do
desenvolvimento, teratologia, biomedicina, etologia e carcinogénese, por apresentar
semelhanca genética com o ser humano (70% dos genes), possuir genoma
sequenciado, rapido desenvolvimento embrionario, facil manutencédo, peixe adulto
com tamanho reduzido e facil reproducédo (SANTOS et al., 2020 ; RIBEIRO et al.,
2022).

Apesar disso, a espécie também pode apresentar problemas com patdgenos,
entre eles: Pseudoloma neurophilia e Pseudocapillaria tomentosa, causando
maleficios e afetando seu desempenho no setor aquarista (KENT et al., 2020). Além
de que esses parasitos também podem interferir negativamente em experimentos
cientificos utilizando a espécie, como o observado por Spagnoli et al. (2016), em que
a infeccao por Pseudoloma neurophilia pode ter influenciado nos resultados de
experimentos comportamentais utilizando a espécie, uma vez que, por ser um parasita
neural, 0 mesmo acarreta em mudancas comportamentais e nas formacdes de
cardume.

Devido a sua importancia e grande utilizacdo, foram elaborados diretrizes e

protocolos pela Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) e
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pela Organizacao Internacional de Padronizacao (ISO) para a realizacao de testes de
avaliacao de toxicidade aguda dos compostos quimicos, toxicidade aguda de aguas
residuais em ovos de peixe-zebra, toxicidade de nanomateriais em embrides de peixe-
zebra, entre outros (RIBEIRO et al., 2022).

2.3 Pinus sp.

O Pinus sp. (Figura 2), € uma arvore exética e de rapido crescimento, que foi
introduzida no Brasil para a utilizagdo na producdo de celulose para a geracdo de
energia e para o fornecimento de madeira na industria de papel (BALLONI, 2009;
VIEIRA et al. 2014). O género Pinus apresenta variagcbes de suas caracteristicas
vegetais importantes, mas ainda sim com caracteristicas em comum, como: aciculas
em formato de agulha, agrupadas em fasciculos, tronco reto e cilindrico e raizes bem
ramificadas possibilitando maior penetracdo no solo (FARJON, 2017) (Figura 3).

Esta espécie tem apresentado destaque pela sua capacidade de combater
bactérias que afetam os humanos e que ja possuem resisténcia a antibiéticos, em
funcdo da sua composicao diversa, abrangendo principalmente terpendides, terpenos,
constituintes alifaticos e compostos aromaticos, incluindo compostos com atividades
antiparasitarias, antioxidantes, anti-inflamatérias, antitumorais e antimutagénicas
(LEANDRO et al., 2014).

Figura 2. Foto de um exemplar de Pinus sp.

'iQ | { e ;f 5

Fonte: <https://www.sitiodamata.com.br/especies-
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de-plantas/pinus-pinus-spp.html>. Acesso em: 10
jun. 2022.

Figura 3. llustracao das Aciculas de Pinus sp.

PINUS Strobus. PIN de Weymouth.

P Ruces ey e

Fonte:
<https:/iwww.flickr.com/photos/vintage_illustra
tion/47225716791>. Acesso em: 10 jun. 2022.

De acordo com relatos empiricos, o uso do extrato aquoso de Pinus no
tratamento da lernea tem se mostrado eficaz nos casos de lerneose em producdes
aquicolas, na regido Oeste de Santa Catarina (CASACA et al., 2005).

Ja cientificamente, o seu potencial para a utilizacado na aquicultura foi avaliado
por outros autores previamente, em diferentes tipos de extratos. FURTADO et al.,
(2021) analisaram a capacidade do 6leo nanoemulsificado de aciculas de Pinus sp.
para inibir nauplios e copepoditos de Lernaea cyprinacea in vitro, no qual os Oleos
inibiram com sucesso o desenvolvimento de nauplios na concentracdo de 10 mg/l em
24 h, também mostrando tolerancia dos alevinos de Rhamdia quelen ao composto.
TORO et al. (2003) avaliaram a resina de Pinus elliotti no tratamento contra a Lernaea
cyprinacea in vitro, o qual determinou que a resina foi efetiva na concentracéo de 0,5
mg/L, apresentando 100% de mortalidade dos parasitas apos 18 horas de tratamento.
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Recentemente, DIAS (2022) avaliou métodos de obtencédo do extrato de Pinus
e testou sua toxicidade em Artemia fransciscana, um crustaceo de agua marinha.
Foram utilizados dois tipos de solvente, etanol e agua destilada, para a extracao das
aciculas secas e verdes, e analisado a concentracdo de compostos fendlicos totais,
flavonoides e atividade antioxidante (DPPH e FRAP), assim como a determinacéo da
concentracéo letal (CL50 - 24 horas) dos extratos de Pinus contra Artemia franciscana.
Neste trabalho, 0 extrato aquoso e etandlico de aciculas verdes e o extrato etandlico
de aciculas secas ocasionaram efeito toxico sobre as artémias nas concentracdes de
3,27 mg/L e 2,12 mg/L, respectivamente.

Os resultados prévios indicam que o extrato aquoso de aciculas verdes pode
ser uma alternativa para o controle de parasitoses em peixes. No entanto, ha o risco
deste extrato ser prejudicial ou, até mesmo, letal aos peixes, sendo necessaria a
realizacdo de avaliacGes sobre a sua toxicidade nestes animais. CARVALHO (2016)
observou o potencial téxico e as margens de seguranca do extrato bruto aquoso de
aciculas de Pinus elliottii em juvenis de Rhamdia quelen, no qual observou que a
toxicidade € dependente da concentracao, sendo prejudicial e letal a partir da CL50

de 963 mg/L, 48 vezes maior que a dose recomendada (20 mg/L).

2.4 Avaliacdo da Toxicidade em Peixes

De forma geral, os peixes sdo considerados bons bioindicadores do estado
ecolégico da agua devido a sua importancia ecoldgica, constante exposicao aos
compostos toxicos presentes na agua, sedimentos e alimentos, e pela sua elevada
sensibilidade nas fases iniciais de vida, bem como fonte alimentar vital para o ser
humano. Portanto, a ictiofauna € um elemento fundamental na biomonitorizacéo,
permitindo uma percep¢do mais realista do que acontece aos individuos e as
populacdes nos ecossistemas onde vivem (RIBEIRO et al., 2022).

Por exemplo, SIQUEIRA et al. (2019), avaliaram a toxicidade da exposi¢ao
aguda de extrato metandlico de corticeira (Erythrina cristagalli) em exemplares de
Kinguio (Carassius auratus) por meio de avaliagdo dos parametros fisiologicos
sanguineos, no qual ndo foi constatada mortalidade, porém ocorrendo alteracdes
indesejaveis nos parametros fisiolégicos sanguineos nas concentragdes acima de 100
mg/L, como aumento do bicarbonato plasmatico e elevacéo da glicose plasmatica.

Além do mais, XAVIER et al. (2020) analisaram a toxicidade do extrato
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etandlico de folhas de Enydra fluctuans em zebrafish, nas concentracfes de 12,5, 25,
50, 100, 200 e 400 mg/L, no qual, o extrato apresentou toxicidade a partir da
concentracdo de 200 mg/L. Também foram observadas alteracdes histopatoldgicas
severas nas branquias, figado, cérebro e intestino, como: ruptura da estrutura das
vilosidades, desprendimento da membrana epitelial basal e vacuolizacao severa.
Para auxiliar nas pesquisas do ramo cientifico, algumas organizacdes
elaboraram diretrizes e protocolos que visam padronizar métodos de analise de
toxicidade em organismos vivos com o propoésito de obter resultados mais precisos.
Entre elas esta a Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD),
a qual dispde das diretrizes OECD No. 203 e OECD No. 215, focadas especificamente
na utilizagdo de peixes como organismos modelos para testes de toxicidade.
Resumidamente, a diretriz OECD No. 203 estabelece um método para testar a
toxicidade aguda de produtos quimicos e substancias, avaliando seus efeitos apds
uma unica exposicao aguda. Ja a diretriz OECD No. 215 busca avaliar os efeitos da

exposicdo prolongada a produtos quimicos no crescimento de peixes.

2.5 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

O estresse € uma resposta comportamental geral na qual ha reacdes motoras
e neurovegetativas mediadas pelo sistema neuroenddcrino, com a mobilizacdo de
energia para 0 organismo escapar ou combater um agente estressor. Desta forma, o
estresse pode causar distUrbios fisiolégicos, bioquimicos ou morfolégicos. Dentre as
alteracdes bioquimicas temos a geracao de radicais livres (JAKUBCZYK et al., 2020).

Nas células aerdbicas, uma pequena quantidade de oxigénio consumido é
reduzida por vias especificas, fornecendo uma variedade de substancias quimicas
altamente reativas chamadas de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), como: éxido
nitrico, o anion superéxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila. Pequenas
guantidades de EROs produzidas séo neutralizadas pelos sistemas de defesa celular,
no entanto, quando os niveis estdo moderados, ocorre o estresse oxidativo, onde as
células respondem a estas condicdes adversas modulando seus niveis de
antioxidantes (JAKUBCZYK et al., 2020).

Assim torna-se necessaria a atuacdo de sistemas enzimaticos e nao
enzimaticos de protegcdo, conhecidos como defesas antioxidantes, atuando na

prevencao da formacéo das espécies reativas de oxigénio, na sua inativagao por meio
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da combinacdo com enzimas e no reparo de danos celulares, entre elas estéo:
superéxido dismutase - SOD, glutationa peroxidase - GPx, catalase - CAT, glutationa
S-transferase - GST e glutationa - GSH. Desta forma, o desequilibrio entre a
quantidade de EROs produzidas e a capacidade de detoxificagdo do organismo pelas
enzimas antioxidantes € considerado estresse oxidativo (SILVA, 2012).

Devido esta importancia, muitos autores analisam os parametros de estresse
oxidativo para avaliar o potencial toxicologico de diversas substancias. Por exemplo,
SANTO et al. (2018), avaliaram o potencial antioxidante e antigenotdxico do extrato
etandlico de Uncaria tomentosa em exposicdo aguda ao glifosato em zebrafish em
concentracdes de 1, 40, 50, 60, 70 e 80 mg/L de extrato etandlico e posteriormente a
5,0 mg/L de glifosato. No qual, os autores verificaram que a concentracao de extrato
etandlico a partir de 1,0 mg/mL impediu a diminuicdo dos tidis totais do cérebro e a
exposicado ao glifosato em 5,0 mg/L levou ao aumento da peroxidacéo lipidica no
cérebro e no figado e a diminuicdo da atividade da GPx hepatica.

MATOS et al. (2018) verificaram redugao da atividade de catalase e aumento
da GST no figado e aumento da catalase e reducdo da GST nas branquias de
Astyanax bimaculatus expostos ao triclorfon, concluindo que o composto interfere
significativamente nos processos bioquimicos e fisiologicos da espécie. ARAUJO
(2019) avaliou os efeitos oxidativos da carbamazepina (CBZ) e do pesticida
neonicotindéide acetamiprida (ACT), em sistemas unitarios e em misturas, no cérebro
e figado de Danio rerio. O autor verificou que houve aumento significativo de todos os
parametros em relagdo ao tratamento controle, exceto para CAT, enquanto nas
exposicdes mistas, os valores foram acima do controle para o cérebro (GSH e MT) e
o figado (CAT, GSH).

Atualmente existem diversos estudos sobre o uso de Pinus como possivel
tratamento para lerneose, por exemplo: FURTADO et al. (2021) avaliaram o uso de
6leo nanoemulsionado de Pinus em jundids parasitados pela lernea, onde
determinaram a CL-50 (96h) de 16,74 mg/L. Similarmente, TORO et al. (2003)
avaliaram os efeitos da resina de Pinus em Leporinus com lerneose, em que a
toxicidade aguda (CL-50) da resina bruta estabelecida em 200 mg/L. Porém, ainda ha
poucos estudos que avaliaram o potencial toxicoldgico do Pinus sp. em peixes, sendo
os trabalhos existentes limitados a determinar a concentracéo letal dos compostos.

Desta forma, mostra-se necessaria a avaliacdo dos possiveis efeitos
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toxicolégicos do extrato de Pinus sp., especialmente no que se refere a exposicéo

prolongada.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do extrato aquoso de acicula de Pinus sp. em zebrafish.

3.2 Objetivos Especificos
e Determinar a CL50-96 horas do extrato aquoso de acicula de Pinus sp.
em zebrafish;
e Avaliar o efeito de doses subcrénicas do extrato aquoso de acicula de
Pinus sp. no crescimento, comportamento e mortalidade de zebrafish;
e Avaliar o efeito de doses subcrénicas do extrato aquoso de acicula de

Pinus sp. nos parametros de estresse oxidativo em zebrafish.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado na Universidade Federal do Pampa — campus
Uruguaiana, em duas etapas:

e um experimento piloto, de acordo com o Test Guideline n° 203 da OECD
(2019);

e um experimento crénico, de acordo com o Test Guideline No. 215
(OECD, 2000).

O objetivo do teste agudo, baseado no Test Guideline n® 203 da OECD (2019),
€ determinar a concentracdo letal média (CL50) de uma substancia quimica em
peixes, através da exposi¢do a varias concentracdes da substancia quimica a ser
testada, em condicdes laboratoriais padronizadas com parametros de qualidade de
agua controlados e monitoracdo regular para verificacdo de anormalidades fisicas e
comportamentais causadas pelo composto quimico. De acordo com essa diretriz, um
piloto pode ser realizado por 96 horas a 100 mg/L ou na concentracao limite, o que
for menor, a fim de demonstrar que a CL50 é maior que esta concentracdo. Caso
nao ocorra mortalidade ou que a mesma seja <10%, considera-se que 0 composto
analisado néo apresenta toxicidade a curto prazo, logo, ndo havendo necessidade
de realizar o experimento de exposicdo aguda.

Ambos os experimentos foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UNIPAMPA, registrado sob o protocolo nimero
015/2022.

4.1 Preparo dos Extratos

As aciculas de Pinus sp. foram coletadas na Universidade Federal do Pampa —
Campus Uruguaiana, nas proximidades do Hospital Universitario Veterinario (HUVet).
No momento da coleta, os ramos foram pesados com o auxilio de uma balanca de
gancho portatil, totalizando 1 kg de material. Levadas ao laboratério, as aciculas foram
separadas dos galhos e, posteriormente, divididas em duas porc¢des de 375 g.

Para a preparacdo do extrato, as aciculas foram picadas em pedacos de
aproximadamente 5 cm, sendo adicionado 500 mL de agua destilada (CASACA et al.,
2005). Apo6s serem colocadas nos beckers, as aciculas foram compactadas e
maceradas manualmente por 24 horas (Figura 4), mantidas em frascos cobertos e

abrigados da luz.
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Figura 4. Foto da extracdo aquosa de aciculas de Pinus sp.
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Fonte: Autoria Prépria

ApOs este periodo, o extrato aquoso foi filtrado com papel filtro qualitativo 80g.
Duas aliquotas de 50 ml foram armazenadas em tubos Falcon envoltos com papel
aluminio, para uso nos experimentos. O restante do extrato foi armazenado em
recipiente fechado e escuro, para estoque. Todas as amostras do extrato aquoso

foram identificadas e armazenadas a 4°C até o momento do uso.

4.2 Animais e Instalacdes Experimentais

Os exemplares de zebrafish foram adquiridos de um produtor do estado de Sao
Paulo, enviados via transportadora para Uruguaiana. Ao chegar no Centro de
Tecnologia em Pesca e Aquicultura (CTPA), foi feita a soltura e aclimatacdo em um
tanque com temperatura controlada (26 °C + 1°C) e aeragdo constante. Os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia, com racdo comercial floculada Poytara®
contendo 40% de proteina bruta. O periodo de aclimatacdo teve duracéo de sete dias.
Para os experimentos, foi utilizado um sistema semiestatico com tanques de quatro
litros de volume util e troca total da agua diariamente. A lotacdo durante os periodos
experimentais foi de 10 peixes por tanque, equivalente a densidade de estocagem de
0,8 g de peixe por litro de agua, recomendada pela OECD (2019) (Figura 5).
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Figura 5. Sistema utilizado durante o experimento.
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Fonte: Autoria Prépria.

A temperatura ambiente foi controlada com ar condicionado e todos os tanques
possuiam sistema de aeracdo continua. Diariamente foi feita manualmente a troca
total de 4gua de cada unidade experimental, no qual a 4gua era totalmente removida
e renovada pela agua proveniente de um grande tanque de abastecimento, presente
dentro da sala do experimento. A temperatura da agua e o oxigénio dissolvido foram
medidos diariamente, antes da troca de agua, utilizando o oximetro digital. Ja os
parametros de pH, amodnia, alcalinidade e dureza foram medidos semanalmente,
coletando de amostras de agua de cada uma das caixas, antes da troca. O pH foi
determinado utilizando o pHmetro digital (Servylab Mpa210). A alcalinidade foi
determinada pelo método descrito por BOYD e TUCKER (1992), com a transferéncia
de 50 ml de amostra de agua em um erlenmeyer de 250 ml e adi¢cao 4 gotas de solucéo
indicadora de Verde de Bromocresol + Vermelho de Metila, o qual foi titulado com
H2S0O4 0,05N até a mudancga da cor azul esverdeada para salmdo. Para a dureza,
utilizou-se o0 método descrito por ADAD (1982), no qual foram transferidos 50 ml de
amostra de agua em um erlenmeyer de 250 ml, com adi¢do de 25 ml de H20 destilada,
1 ml de solugao Buffer, 1 ml de solucéo inibidora Na2S e 2 gotas de indicador Negro
de Eriocromo. Apds, essa solucao foi titulada com EDTA, em agitacdo constante, até
a cor vermelha desaparecer, tornando-se azul.

A amonia total foi mensurada através do kit para aquarios “Labcon® Test -
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Aménia Téxica: Agua Doce”, transferindo, aproximadamente, 5 ml de amostra para a
proveta presente no kit e adicionando 8 gotas da solucao reagente 1 e, apés, mais 8
gotas da solucdo reagente 2. Feito isso, a proveta foi fechada e agitada, sendo
necessario aguardar 3 minutos para comparar a cor do liquido na proveta com a
presente na tabela do kit, referente aos niveis de amonia. A concentracdo de amonia
toxica foi calculada a parti dos dados de amadnia total, do pH e da temperatura da

agua, de acordo com a equacéo (USEPA, 1999):

fNH3 = T opk—pn
Onde:

2729,92

pK = 0,09018 + m
T= Temperatura (°C)

fNHs= fragdo de amonia n&o ionizada

4.3 Experimento Piloto

O experimento piloto foi realizado de acordo com o protocolo OECD Test
Guideline No. 203 (2019), onde foram selecionados 120 peixes de tamanho uniforme
com peso médio de 0,26 + 0,01 g, distribuidos em 12 tanques experimentais, sem 0
fornecimento de alimentacdo. Foram avaliados trés tratamentos, com quatro
repeticbes cada: Controle (sem extrato); 50 e 100 mg/L, segundo a OECD N° 203
(2019). Antes do inicio do protocolo, os animais passaram por adaptacao aos tanques
€ a0 manejo por uma semana.

O experimento teve duracdo de 96 horas, os parametros analisados foram: a
mortalidade e a presenca de anormalidades visiveis, como problemas no equilibrio
(perda de equilibrio, peixe posicionado no fundo ou flutuando na superficie, cabeca
voltada para cima ou para baixo), natacdo (convulsdes, hiper ou hipoatividade,
imobilidade), aparéncia (exoftalmia, pigmentacao fraca ou escura) e comportamento
ventilatorio (hiper ou hipoventilacdo, ventilagdo irregular). Durante este periodo, 0s
animais nao receberam alimentacéao.

No primeiro dia do estudo, os animais foram observados as 0, 3, 6, 24, 48, 72
e 96 horas apos a exposi¢cdo, de acordo com o protocolo da OECD (2019). Ao final,

0os peixes foram anestesiados com 100 mg/L de eugenol e foram aferidos o
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comprimento total e comprimento padrdo (em cm) de cada um dos peixes e a

biomassa (peso total da caixa) de cada tratamento, para calculo do peso médio.

4.4 Experimento Cronico

O experimento foi realizado de acordo com o protocolo OECD Test Guideline
No. 215 (2000), no qual os peixes foram expostos a doses do extrato aquoso pelo
periodo de 28 dias, com a avaliacdo de cinco concentracdes de extrato, com quatro
repeticdes: Controle (sem extrato), 1, 3,2, 10, 32 e 100 mg/L. As doses foram definidas
considerando que ndo foi constatada mortalidade durante o teste piloto, e as
orientacdes constantes na diretriz da OECD (2000). Antes do inicio do protocolo, os
animais passaram por adaptacéo ao ambiente por uma semana.

Durante o experimento, os peixes foram alimentados diariamente com ragao
comercial Poytara® para peixes tropicais, floculada, com 37% PB, fornecida duas
vezes ao dia (as 10 e as 15 hrs), com a quantidade correspondente a 3% do peso
corporal. Os mesmos foram observados diariamente para a analise de parametros
como: mortalidade, mudangas comportamentais e anomalias externas.

Nos dias 0, 14 e 28, foi realizada a pesagem dos peixes, para acompanhamento
do crescimento e ajuste da oferta de alimento. Aos 28 dias, quatro peixes de cada
caixa, foram eutanasiados para a coleta de amostras do figado, musculo e branquias,
posteriormente congelados a -4°C. Os demais animais foram pesados e congelados
para analise no peixe inteiro. A coleta foi realizada ap0s eutanasia dos peixes por

overdose de eugenol em 500 mg/L.

4.5 Anédlises de Estresse Oxidativo

Para andlise dos parametros de estresse oxidativo, os tecidos e 0s animais
foram homogeneizados em tampado TFK 0,05 M pH 7,0, centrifugados a 3000 g por
10 minutos e guardados os sobrenadantes a -20°C. Para a realizagdo dos ensaios
bioquimicos, os tecidos foram diluidos 10x (figado) e 40x (branquias, masculo e peixe
inteiro) em agua destilada.

A atividade da Catalase (CAT), foi medida conforme Aebi (1984), adaptado para
microplaca de 96 pocos. Brevemente, foram pipetadas 10 pl de amostras diluidas em
duplicatas, 190 ul de tampéo TFK (0,05 M, pH 7,0) e 10 pl de perdxido de hidrogénio
0,5 M. A leitura foi realizada de 15 em 15 segundos, apos o inicio da reacao, durante
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5 minutos em temperatura de 37°C, com a absorbancia medida em 240 nm
(SCHMIDT, 2015; GULARTE, 2017).

A atividade do superoéxido dismutase (SOD) foi analisada com base no descrito
por Misra e Fridovich (1972), com adaptacdes, através da inibicdo da reagéo do radical
superéxido com a adrenalina. Rapidamente, em uma microplaca de 96 pocos, foram
pipetados 5 ul de catalase em cada poco, apés foram pipetados 10, 15 e 20 ul de cada
amostra em sequéncia e em duplicatas, com a adicdo de 175, 170 e 165 ul de tampao
Glicina (50 mM, pH 10,2) somando o volume final de 190 pl em cada poco, finalizando
com a adicao de 10 pL de Adrenalina para iniciar a reacao. A leitura foi realizada de
15 em 15 segundos, apos o inicio da reacao, durante 105 minutos em temperatura de
32°C, com a absorbancia medida em 480 nm (SCHMIDT, 2015; GULARTE, 2017).

A quantidade de proteina de cada amostra foi mensurada pelo método de
Peterson (1977), uma modificacdo do método de Lowry (1951), adaptado para
microplaca. As amostras foram pipetadas, em duplicatas, em volume crescente (5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 pL) e completadas com agua destilada até o volume de 100
uL. Sequencialmente, foram adicionados 100 pl de reagente Lowry e, a pés incubar
por 10 minutos, adicionado 50 uL de reagente de Folin Ciocalteu 0,1 N. Ao final da
pipetagem, as placas foram incubadas por 30 minutos e posteriormente lidas em
espectrofotometro com absorbancia medida em 620 nm (PETERSON, 1977,
PETERSON, 1983).

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi
determinada pelo método descrito por Buege (1978), com adaptacdes para
microplaca. No qual, foram colocados 400 pyL de amostra e 800 uL de TCA 10% em
eppendorfs e agitados em centrifuga por 10 minutos em 10000 g a 4°C. Apd@s, foram
retirados 500 pL de cada amostra e colocados em eppendorfs, em duplicatas, com a
adicao de 500 pL de TBA 0,8%, posteriormente levados ao banho-maria a 100°C por
1 hora e transferidos para microplacas (250 pL em cada pogo, em duplicata) e lidos
em espectrofotdbmetro em absorbancia de 532 nm.

A proteina carbonil (PC) foi estimada pelo método de Levine et al. (1990), com
adaptacdes para microplaca. Primeiramente foram 24 eppendorfs para as amostras,
contendo, em cada, 200 pL de amostra e 800 pL de DNPH 10mM e outros 24
eppendorfs para controle, contendo 200 pL de amostra e 800 uL de HCI, os quais

foram agitados em vortex e colocados em repouso, no escuro, por 1 hora. Apés foram
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adicionados 1000 pL de TCA 20% e agitados na centrifuga a 10000 rpm por 10
minutos a 4°C. A seguir, os sobrenadantes foram descartados e os pellets
ressuspendidos em 1000 pL de TCA 10%, sendo novamente centrifugados a 10000
rpm por 10 minutos a 4°C. Novamente, os sobrenadantes foram descartados e os
pellets ressuspendidos em 1000 pyL de etanol:acetato de etila (1:1), ao qual foram
centrifugados em 10000 rpm por 10 minutos a 4°C, processo repetido trés vezes, tanto
para as amostras, quanto para o controle. Apdés a Ultima lavagem, o pellet foi
ressuspendido em 500 pL de tampéo SDS 2%, agitado em vOrtex e colocado na estufa
a 37°C por 10 minutos, em seguida, centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 20°C.
Seguidamente, foram transferidos 220 pL dos sobrenadantes para as placas em

duplicatas e lidos em espectrofotometro a 370 nm.

4.6 Analises Estatisticas

Os resultados do protocolo de exposicdo prolongada foram analisados
utilizando o pacote estatistico SAS® Studio v. 3.8 (Enterprise Edition). Os dados foram
testados para distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk e analise de
variancia (ANOVA) de uma via. Posteriormente, foi aplicado o teste de Tukey para
avaliar a significancia estatistica das diferencas entre os grupos de teste com

diferentes concentracdes e o grupo controle.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento Piloto

Durante o experimento piloto ndo foram observadas diferencas para o peso e
o comprimento dos peixes (Tabela 1). Esse resultado foi obtido em decorréncia do
curto tempo de experimento, visando mostrar apenas a uniformidade dos animais
selecionados.

Tabela 1. Valores de biomassa e tamanho durante o tratamento piloto de zebrafish ao
extrato de aciculas verdes de Pinus sp.

Concentragao Peso (g) Comprimento Total Comprimento
(mg/L) (cm) padrao (cm)
0 0,26%0,01 3,07+0,04 2,560,03
50 0,24+0,01 3,04+0,04 2,53+0,04
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100 0,27+0,008 3,10+0,03 2,54+0,02
P-valor 0,3382 0,5807 0,8598

Valores expressos como média * erro padrao da média.

Com relacéo aos parametros de qualidade de 4gua (Tabela 2), as diferencas
observadas nao foram suficientes para afetar negativamente o conforto dos animais,
uma vez que a maioria dos parametros avaliados apresentaram valores dentro ou
proximos aos limites recomendados para a espécie (DAMMSKI et al., 2011; MARTINS
et al., 2020).

Os parametros de oxigénio dissolvido e temperatura mantiveram-se estaveis
durante os quatro dias de experimento. O oxigénio dissolvido ficou dentro dos valores
recomendados para a espécie (minimo de 4,0 mg/L conforme DAMMSKI et al., 2011;
MARTINS et al., 2020) e pelo protocolo (minimo de 60% do valor de saturagéo do ar,
de acordo com OECD, 2019), enquanto a temperatura esteve um pouco abaixo da
recomendada para a espécie (24-28°C, conforme DAMMSKI et al., 2011; MARTINS
et al., 2020), porém dentro da faixa recomendada pelo protocolo (21-25°C, de acordo
com OECD, 2019).

O pH manteve-se levemente acima do nivel recomendado para a espécie (6,8
— 8,5) em todos os grupos experimentais (MARTINS et al.,, 2020). Nado foram
observadas alteragcdes no desempenho nem anomalias comportamentais como as
descritas por Zahangir (2015), indicando que a espécie € tolerante a condi¢des
basicas subletais. Os valores de alcalinidade foram acima do recomendado para a
espécie (50 -150 mg/L) em todas as concentracdes (DAMMSKI et al., 2011).

Os valores de pH e alcalinidade acima do recomendado podem ser explicados
pela fonte da agua utilizada durante o experimento, proveniente de poco artesiano do
campus Uruguaiana, que € rica em carbonatos e bicarbonatos devido ao solo da
regido (TREIN, 2018). Igualmente é importante citar que os valores elevados de
amoOnia total observados ndo ofereceram risco de toxicidade aos peixes pois
Baldisserotto (2018) constatou que a toxicidade da amoénia pode aumentar de duas a
cinco vezes quando o oxigénio dissolvido esta em baixa saturacdo. Portanto, os
valores de aménia total encontrados neste trabalho ndo ofereceram risco aos peixes
devido a maior quantidade de oxigénio presente e pelos baixos niveis de ambnia ndo
ionizada (<0,02 mg/L; AVDESH et al., 2012).
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Tabela 2. Parametros de qualidade de agua durante o experimento piloto de exposicao de zebrafish ao extrato de aciculas verdes

de Pinus sp.
Concentragcdo Oxigénio  Temperatura pH Amonia total Amonia NHs Alcalinidade
(mg/L) dissolvido (°C) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
0 6,35+0,26b 23,42+0,21 8,62+0,05b 0,0623+0,0001a 0,0108+0,0026b  300,62+4,27b
50 7,75+0,15a 23,73+0,18 8,71+0,0l1ab 0,0611+0,0005b 0,0126+0,0005ab 302,50+5,34ab
100 7,51+0,18a 23,74+0,23 8,73+0,0la 0,0619+0,0001lab 0,0131+0,0004a 321,87+6,93a
P-valor <0,0001 0,4846 0,0415 0,0482 0,0440 0,0259

Valores expressos como média + erro padrdo da média.
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Do inicio ao final do experimento piloto ndo foi observada mortalidade nem
alteracdes fisicas ou comportamentais nos animais em nenhuma das concentracdes
testadas. Assim, conforme as orientagcbes da OECD (2019), o composto é
considerado ndo toxico e a etapa do experimento de exposicdo aguda ndo foi
realizada, avaliando-se diretamente o efeito da exposicédo prolongada (experimento

cronico).

5.2 Experimento Crbnico

Durante o periodo de exposicdo prolongada ao extrato aquoso de aciculas de
Pinus sp., ndo foram observadas diferencas entre o peso dos animais nos diferentes
grupos experimentais (Tabela 3). Portanto, € possivel considerar que a exposi¢cao ao

extrato nao interferiu no crescimento dos animais.

Tabela 3. Peso (g) dos zebrafish durante a exposicéo prolongada ao extrato aquoso
de aciculas verdes de Pinus sp.

Concentracao Dia 0 Dia 14 Dia 28
(mg/L)

0 (controle) 0,27+0,02 0,30+0,02 0,31+0,01
1 0,270,003 0,30+0,01 0,30+0,006
3,2 0,26+0,005 0,30+0,007 0,29+0,009
10 0,30+0,01 0,34+0,01 0,330,009
32 0,27+0,01 0,31+0,02 0,32+0,01
100 0,28+0,01 0,33+0,01 0,33+0,01
P-valor! 0,3103 0,5452 0,2084

Valores expressos como média + erro padréo da média.

1 P-valor: NS = néo significativo (P>0,05).

Em relacdo a qualidade da agua, foi observada diferenca significativa para
amOnia total e amoénia ndo ionizada (Tabela 4), com maiores valores nas
concentracOes de 32 e 10 mg/L. Estes resultados indicam a necessidade de maior
investigagdo a respeito do efeito de extratos vegetais sobre a excrecdo de amonia, a
fim de identificar se a alteragcdo na excrecdo € um indicativo de dano hepéatico ou
aumento do catabolismo de proteinas. A concentracdo de amdnia total acima de 0,04

mg/L pode ter ocorrido devido a utilizacdo do sistema semiestatico com trocas diarias
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de agua, resultando em acumulo de amodnia durante as 24 horas desde a ultima
renovacdo. Entretanto, os valores de amdnia néo ionizada ficaram abaixo de 0,02
mg/L (limite recomendado para a espécie, conforme AVDESH et al., 2012).

Em todas as concentragdes avaliadas, o oxigénio dissolvido ficou dentro dos
valores recomendados para a espécie (DAMMSKI, 2011; MARTINS et al., 2020) e
dentro do exigido pelo protocolo (OECD, 2019) (Tabela 4).

Os valores de pH mantiveram-se levemente acima do nivel recomendado para
a espécie (6,8 — 8,5) em todos os grupos experimentais (MARTINS et al., 2020). A
alcalinidade também esteve acima do recomendado para a espécie (50 -150 mg/l) em
todas as concentragcfes, enquanto a dureza ficou abaixo do recomendado para a
espécie (75-200 mg/L) em todos os tratamentos (DAMMSKI et al., 2011) (Tabela 4).
Os valores encontrados nos parametros acima sdo explicados pelo uso de agua
proveniente de poco artesiano, que é rica em carbonatos e bicarbonatos devido ao
solo da regido, como foi citado anteriormente (TREIN, 2018). Também nao foram
observadas alterag6es no comportamento, crescimento ou consumo de alimento dos
animais durante o experimento, indicando que esses parametros mais elevados nao

comprometeram os resultados do experimento e o desenvolvimento dos animais.
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Tabela 4. Parametros de qualidade de agua durante o experimento de exposicédo prolongada dos zebrafish ao extrato de aciculas

verdes de Pinus sp.

Concentragao Oxigénio  Temperatura pH Amoéniatotal Amoénia NHsz  Alcalinidade Dureza
(mg/L) dissolvido (°C) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
0 6,60+0,17  23,96+0,04 8,51+0,11 0,06+0,008ab 0,009+0,002ab 311,57+11,44 61,00+2,00
1 6,70+0,15  23,95+0,05 8,57+0,04 0,04+0,001b 0,007+0,0007b 315,32+14,41 59,37+0,12
3,2 6,64+0,16  23,97+0,04 8,62+0,03 0,06+0,00ab 0,011+0,00lab 312,82+14,92 64,12+3,12
10 6,70+0,12  24,07+0,06 8,56+0,06 0,04+0,006b 0,007+0,001b 301,57+10,43 77,50+4,00
32 6,74+0,18  23,96+0,04 8,64+0,02 0,07+0,00a 0,014+0,0007a 308,45+7,27 61,66+1,66
100 6,68+0,10  24,06+0,05 8,63+0,02 0,07+0,008a 0,013+0,001ab 315,32+10,72 66,66+10,66
P-valor 0,9888 0,3736 0,6136 0,0016 0,0122 0,9604 0,2486

Valores expressos como média + erro padréo da média.
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Durante este experimento, foi observado apenas um animal do grupo 3,2 mg/L
apresentando anomalias comportamentais, caracterizada por perda de controle de
flutuabilidade, perda de equilibrio e hemorragia préximo a nadadeira caudal, vindo
acarretar na morte do mesmo, sete dias ap6s o inicio do experimento. Foi verificado
gue esta mortalidade foi causada possivelmente por lesGes provocadas por tentativa
de fuga do aquario experimental, logo concluimos que esta mortalidade ndo possuiu

relacdo com o composto avaliado.

5.2.1 Analises de Estresse Oxidativo

A atividade de catalase foi superior no figado em comparacdo com os demais
tecidos (Figura 6), possivelmente devido a grande atividade de peroxido de
hidrogénio, como subproduto do metabolismo de acido graxos neste tecido
(OLIVEIRA et al., 2013).

Foi observada uma relacdo dose-dependente entre a atividade da enzima
catalase (CAT) no musculo e a concentragcdo de extrato de acicula de Pinus sp., sendo
a maior atividade observada nas concentragdes de 32 e 100 mg/L (Figura 6A). No
figado (Figura 6B) foi observada a relacdo oposta, ou seja, menor atividade de
catalase nas concentracfes mais altas (32 e 100 mg/L) em comparacdo com as doses
mais baixas (1 e 3,2 mg/L).

Nas branquias (Figura 6C) foi encontrada diferenca apenas na concentragao
de 1 mg/L, em relacé@o ao controle e as demais doses. J& nas andlises de peixe inteiro
(Figura 6D), a maior atividade observada foi na concentracdo 32 mg/L em comparacao
com as concentracfes de 3,2 e 100 mg/L, no entanto, com diferencas estatisticas

entre a concentracdo de 100 mg/L e o controle.

Figura 6. Atividade de catalase nos tecidos de zebrafish expostos a concentragdes do

34



extrato aquoso de aciculas verdes de Pinus sp.

CAT Musculo
(U/mg proteina)
s o o2 0
8 8 8 8

Lé

1000

CAT Branquias
(U/mg proteina)
(=)
=
=

a I 0 1
0 1 32 10 32
Concentragio extrato Pinus sp. (mg/L)

a
-
b b7
I | b I I
0 1 3.2 10 32 100

Concentragdo extrato Pinus sp. (mg/L)

[
| I
100

CAT Figado

(U/mg proteina)

CAT Pexe Inteiro (Ulmg

16000
14000

—
=)
=]
(=1

10000
2000
6000
4000
2000

proteina)

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

a
a
T b
ab 2
I I b
0 1 32 10 32

Concentragio extrato Pinus sp. (mg/L)

a
i
ab ab
T
T abe
I be |
I I
0 1 3z 10 32
Concentragio extrato de Pinus sp_ (mg/L)

b
100

c
100

Valores expressos como média * erro padréo da média.
Médias seguidas de letras diferentes no mesmo grafico diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Ja nas andlises de SOD (Figura 7), no musculo ndo foram observadas

diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 7A). No figado (Figura 7B), foi

observada uma reducao gradativa da atividade da SOD, ou seja, a menor atividade

na concentracdo mais alta de extrato (100 mg/L) em comparacdo ao tratamento

controle (sem adicdo de extrato).

Nas branquias (Figura 7C), a maior atividade foi observada nos tratamentos 1

e 3,2 mg/L, no entanto, ndo houve diferenca estatistica entre estes dois tratamentos.

No peixe inteiro (Figura 7D), a maior atividade foi observada no tratamento 3,2 mg/L,

nao diferindo estatisticamente dos tratamentos controle e 32 mg/L.

Figura 7. Atividade de superéxido dismutase nos tecidos de zebrafish expostos a
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concentracfes do extrato aquoso de aciculas verdes de Pinus sp.
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Médias seguidas de letras diferentes no mesmo grafico diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A menor atividade das enzimas antioxidantes em concentracbes mais altas de
extrato pode indicar uma possivel inibicdo das enzimas pelo extrato, como o
observado por Xia et al. (2017), em que houve reducéo da atividade da catalase dose-
dependente em embrides de zebrafish expostos a uma faixa de concentracdo de
extrato aquoso de cartamo por 96 horas ap0s a fertilizacdo. Esses efeitos podem ser
induzidos pelos terpendides, que sdo compostos encontrados em uma variedade de
plantas, incluindo as do género Pinus, e que possuem efeito antioxidante,
antibacteriana e antifingico, porém podem apresentar efeitos toxicos em altas doses.
Du et al. (2021) observaram diminuicdo dose dependente de superoxido dismutase
em embrides de zebrafish apos exposi¢do subletal a canfora, demonstrando que esse
terpendide causou aumento do estresse oxidativo e inibicAo da capacidade
antioxidante da enzima.

Da mesma forma, Fandohan et al. (2008) avaliaram em ratos a toxicidade
aguda e subaguda do 6leo essencial de Capim-limao (Cymbopogon citratus), rico em
monoterpenos, onde foram observadas alteragcdes histopatologicas dose-

dependentes no figado, sugerindo que sua utilizagdo em doses elevadas pode causar
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danos funcionais a érgdos criticos em animais. Pim-kaew et al. (2013) avaliaram a
hepatotoxicidade do sesquiterpeno Zederona de Curcuma elata em camundongos,
em que apds 24 horas da dose Unica (200 mg/kg) foi observado necrose de
hepatécitos, acompanhada de hemorragia e diminuicdo da atividade de superoxido
dismutase, indicando que a Zederona induziu lesdes hepaticas.

No peixe inteiro, os resultados de atividade das enzimas antioxidantes foram
inconsistentes em relacdo aos resultados dos tecidos analisados individualmente,
provavelmente em consequéncia da mistura de diferentes 6rgdos e tecidos no
homogeneizado, o que pode ter dificultado a obtencédo de uma amostra homogénea e
mascarado os efeitos do extrato sobre o organismo animal. Outros autores tem
utilizado amostras de peixe inteiro para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes
frente & exposicdo a compostos toxicos, indicando resultados divergentes. Em
guppies (Poecilia vivipara), Leitemperger et al. (2019) verificaram aumento da
atividade da SOD apds exposicdo ao zinco, mas a atividade de CAT nao sofreu
alteracdo. Ja Blahova et al. (2013) examinaram as respostas do estresse oxidativo no
zebrafish ap0s a exposicdo sincronica a atrazina, em que a atividade de CAT foi
significativamente menor em todos 0s grupos experimentais em comparacdo ao
controle e sem diferencas significativas entre o controle e 0s grupos experimentais na
SOD.

De acordo com os resultados do presente estudo, a utilizacdo do peixe inteiro
para analisar o panorama geral do estresse oxidativo em um organismo nao parece
ser uma alternativa viavel a analise nos oOrgdos individualmente. A grande
concentracdo de diversos tecidos e enzimas na amostra, além da pequena quantidade
de amostra utilizada para as técnicas, em conjunto com a diluicdo necesséria para as

andlises podem justificar as inconsisténcias aqui observadas.

5.2.1.1 TBARS

Com relacdo ao TBARS (Tabela 5), nas branquias foi observada peroxidacao
lipidica dependente da dose, com maiores valores nas concentracdes de 32 e 100
mg/L. No figado, também foi observada maior oxidagéo lipidica na concentragcéo de
100 mg/L. Resultados semelhantes a este trabalho foram observados por Xia et al.
(2017), que verificaram aumento dose-dependente da peroxidacéo lipidica apds a
exposicédo de embrides de zebrafish ao extrato aquoso de cartamo, em relagédo ao
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grupo controle. No musculo os maiores valores de TBARS foram observados nas
concentracdes de 3,2 e 10 mg/L. Ja os valores do peixe inteiro ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos, o que também pode ter ocorrido pela
presenca de diferentes tecidos na amostra, conforme citado anteriormente.

Tabela 5. Valores de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em branquias,
figado e muasculo de zebrafish em exposicdo prolongada ao extrato aquoso de

aciculas verdes de Pinus sp.

Concentracao Branquias? Figado? Mdusculo Peixe inteiro
(mg/L) (nmol/mg ptn)  (nmol/mg ptn)  (nmol/mg ptn)  (nmol/mg ptn)
0 0,02+0,0007°¢ 0,008+0,01¢  0,006+0,0008°> 0,0003+0,00012
1 0,02+0,0002P 0,03+0,002° 0,003+0,0003¢ 0,0005+0,00012
3,2 0,02+0,0002P 0,01+0,006¢ 0,008+0,0001* 0,0006+0,00032
10 0,02+0,001°  0,006+0,0004¢ 0,009+0,00022 0,0009+0,00032
32 0,03+0,00012 0,004+0,0008° 0,003+0,0005% 0,0005+0,00012
100 0,03+0,0022 0,07+0,0022 0,001+0,002¢  0,0008+0,00022
P-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 NS3

Valores expressos como média + erro padrdo da média.
Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
8 NS = nao significativo (P>0,05).

A peroxidacéao lipidica € iniciada através da reacao de um radical livre com um
acido graxo insaturado e, apds essa reacdo, pode ocorrer a reacdo com outra
molécula de &cido graxo, formando o hidroperéxido de acido graxo, esses sao
instaveis e podem se decompor formando o malondialdeido (MDA), que causa danos
nas membranas celulares, podendo levar a morte celular (BARREIROS et al. 2006;
SIMON, 2020). Assim como nas enzimas antioxidantes, esses efeitos podem ser
induzidos pelos terpendides. Du et al. (2021) avaliaram o0 estresse oxidativo e a
cardiotoxicidade causada pela exposicao subletal do terpenoide canfora em embribes
de zebrafish, e observaram aumento da formagédo de MDA com aumento das doses
do composto, bem como o surgimento de malformagbes morfologicas e
cardiotoxicidade, levando ao estresse oxidativo em doses elevadas e posteriormente
a apoptose das células.

Similarmente, Ama et al. (2015) analisaram a toxicidade aguda e os efeitos do
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estresse oxidativo em juvenis de bagre africano expostos ao extrato aquoso de Albizia
chevalieri, no qual foi observado aumento significativo de MDA em doses mais altas
de extrato, indicando dano celular em doses elevadas pois o nivel de antioxidantes na
célula ndo foi suficiente para combater os radicais livres, ocorrendo a peroxidacao

lipidica.

5.2.1.2 Proteinas Carboniladas
No peixe inteiro, ndo foram observadas diferencas significativas para a
concentracdo de proteinas carboniladas entre as concentracdes de extrato de Pinus

Sp. e o grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de proteinas carboniladas de peixes inteiros
submetidos a exposicdo prolongada ao extrato aquoso de
aciculas verdes de Pinus sp.

Concentragao (mg/L) Proteinas carboniladas (nmol/mg
ptn)

0 0,00006+0,000012

1 0,00007+0,000022

3,2 0,00005%0,000022

10 0,00004+7,69x1062

32 0,00008+0,000042

100 0,00009+0,000032

P-valor 0,8987

A carbonilagéo proteica ocorre devido a oxidagdo de proteina decorrente da
acdo dos radicais livres, no qual ha adicdo de um atomo de carbono a um atomo de
aminoacido da proteina, modificando sua estrutura. Essa modificagcdo, denominada
de proteina carbonilada, possui um papel prejudicial, influenciando no ciclo celular,
perturbando o equilibrio redox e aumentando a suscetibilidade celular a apoptose
(SINHORIN et al., 2014 ; MARTINEZ-ORGADO et al., 2023).

A quantificagdo de proteinas carboniladas tem sido indicada como um bom
biomarcador de dano oxidativo grave das proteinas. Por exemplo, Sinhorin et

al. (2014), verificaram aumento de 56% na proteina carbonilada no figado de surubins
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expostos a dose de 4,5 mg/L de glifosato, em relacdo ao controle. Similarmente,
Toni et al. (2010) avaliaram os biomarcadores de estresse oxidativo em carpas
(Cyprinus carpio) expostas ao herbicida bispyribac-sodium por 72 dias, no qual foi
constatado o aumento significativo da proteina carbonilada no figado a partir de 21
dias de exposicdo, também indicando estresse oxidativo.

No presente estudo, a auséncia de diferencas estatisticas na carbonilacao
proteica e a grande variagao entre as amostras de um mesmo tratamento podem ser
explicadas pela utilizagdo da amostra de peixe inteiro, como foi citado anteriormente.

De forma geral, os resultados encontrados no presente estudo indicam que
houve dano celular nas branquias e no figado dos exemplares de zebrafish nas
concentracbes mais altas de extrato de Pinus. Portanto, os niveis de exposicdo ao
extrato devem essencialmente permanecer em niveis moderados para a obtencédo de
efeitos benéficos. Esta resposta, chamada de efeito hormético, € comum em diversos
compostos bioativos, quando se verifica efeitos benéficos em niveis moderados, mas
em niveis elevados verificam-se efeitos prejudiciais (CALABRESE et al. 2002;
CALABRESE et al. 2012; MURAKAMI, 2014).

No presente estudo foi identificada toxicidade e alteracdes significativas nos
zebrafish a partir da dose de 3,2 mg/L de extrato aquoso de aciculas de Pinus sp. Esta
dose é semelhante a dose letal (CL-50) determinada por Dias (2022) em artémias
(Artemia franciscana), em que a concentracao letal média (CL-50) foi de 3,27 mg/L.
Ambos o0s resultados apresentaram valores préximos e efeitos semelhantes,
indicando que o uso do extrato € seguro em doses menores, tendo efeito prejudicial a
partir de 3 mg/L. Com esse resultado, é possivel confirmar a possibilidade do uso do
extrato aquoso de Pinus como alternativa para o tratamento de parasitoses, uma vez
que 0 uso, em doses seguras, ndo apresenta maleficios aos animais, propiciando
efeito antioxidante e, possivelmente antiparasitario.

Executar a avaliagdo da exposi¢cao dos animais ao extrato por 28 dias foi de
vital importancia, pois permite viabilizar o seu uso para o controle de parasitoses sem
gue ocorram efeitos toxicos a longo prazo, uma vez que para o tratamento de parasitos
sao realizados banhos prolongados utilizando o composto a fim de assegurar sua
remocao completa.

Ademais, o potencial antiparasitario, antifingico e antibacteriano apresentado

pelo Pinus pode ser promissor para 0 setor aquarista, como uma alternativa para
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combater e prevenir patbgenos comumente encontrados em zebrafish, como: as
parasitoses Pseudoloma neurophilia e Pseudocapillaria tomentosa e microbacterioses
causadas por Mycobacterium chelonae, M. marinum e M. haemophilum (KENT et al.,
2020).

Portanto, € necessario realizar novas pesquisas em peixes parasitados, com a
finalidade de avaliar a eficiéncia do extrato na remocéo dos parasitos do corpo do
hospedeiro, verificar possiveis impactos no crescimento e garantir a viabilidade e
seguranca no uso do extrato. Também é necessério avaliar o efeito do extrato em
outras espécies de peixes, a fim de verificar e garantir uma maior precisdo nos
resultados a respeito dos efeitos do extrato em peixes. Igualmente é preciso dispor de
uma avaliagdo mais profunda a fim de determinar qual o composto bioativo presente

no Pinus é responséavel por causar dano celular ao organismo dos peixes.

5 CONSIDERACOES FINAIS
A partir dos resultados obtidos, conclui-se que houve dano celular nas
branquias e no figado dos exemplares de zebrafish a partir da concentracédo de 3,2

mg/L de extrato aquoso de Pinus sp.
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