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Resumo:

Pesticidas sdo produtos quimicos especificamente desenvolvidos para o controle de pragas. O uso intensivo desses compostos
leva a contaminacdo de matrizes ambientais. Em geral, esses residuos se degradam lentamente, de forma que mesmo em
baixas concentragdes, podem causar danos a vida selvagem. O fungicida Mancozebe (MZ), é classificado como altamente
toxico, visto que seus metabdlitos entram em contato com o ambiente aquatico. Estudos anteriores demostram que MZ pode
exercer efeitos pro-oxidantes através da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Um organismo considerado
excelente para estudo dos efeitos da exposicéo a diferentes contaminantes ambientais € o zebrafish (Danio rerio). Contudo, os
efeitos da sua exposi¢do ao MZ nas fases iniciais de desenvolvimento ainda € pouco estudada. Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar as alteragdes comportamentais e a geracdo de EROs causadas pela toxicidade induzida por concentracdes
subteratogénicas do fungicida Mancozebe sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish. Embrides de 4 horas pos-
fertilizacdo (hpf) foram expostos a Mancozebe 96% nas concentragdes de 5, 10 e 20 pg/L, mantendo um grupo controle (CTL)
no qual foi exposto apenas a &gua do sistema (zebtec™). Sendo N=200 animais (CEUA - Unipampa - protocolo 003/2016). A
toxicidade do composto foi avaliada através da taxa de mortalidade, contagem de movimentos esponténeos dos embrifes e
geracdo de EROs com o corante DCFH2DA em 24 hpf e da taxa de eclosdo e de estimulos sensoriais motores por resposta de
escape em 72 hpf. Em relacdo a mortalidade, o grupo MZ néo diferiu do CTL. Porém, a taxa de embrides ndo eclodidos se
mostrou maior na concentracdo de 20 pg/L. A exposicdo ao MZ resultou em um aumento no ndmero de movimentos
espontaneos dos embrifes na concentracdo de 10 g/L em comparacdo ao CTL, podendo sugerir uma hiperatividade nos
embrifes, provavelmente devido aos metabdlitos de MZ, como o manganés. Ja na resposta de escape, larvas expostas a
concentracdo de 20 g/L apresentaram um défict motor quando comparadas ao CTL, sugerindo que podem ser mais suscetiveis
a predagdo. Além disso, MZ promoveu uma tendéncia para o aumento na geragdo de EROs nas concentragdes mais elevadas,
sugerindo um possivel desequilibrio redox. Pode-se concluir que o Mancozebe, mesmo em concentracBes baixas, € capaz de
alterar parametros motores e comportamentais em zebrafish, tornando as analises comportamentais ferramentas sensiveis a
deteccdo precoce de ambientes comprometidos com contaminagdo por meio de produtos agricolas, uma vez que se
manifestam anteriormente a parametros bioquimicos.
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EXPOSICAO EMBRIONARIA A CONCENTRACOES SUBTERATOGENICAS DO
FUNGICIDA MANCOZEBE PROMOVE ALTERACOES MOTORAS EM
ZEBRAFISH (Danio rerio)

1 INTRODUCAO

Pesticidas sdo produtos quimicos especificamente desenvolvidos para o controle de
pragas, ervas daninhas ou doengas de plantas (BOLOGNESI, 2003). O uso intensivo desses
compostos em areas de cultivo leva a contaminacdo de matrizes ambientais, onde essas
substancias podem ser persistentes, moveis e toxicas, pois tendem a acumular-se no solo € na
biota, e seus residuos podem chegar a aguas superficiais, por meio de processos naturais,
como escoamento superficial. Em geral, esses residuos se degradam lentamente, motivo pelo
qual sdo amplamente distribuidos no meio ambiente ¢ que, mesmo em baixas concentracdes,
podem causar danos a vida selvagem (PIGNATI et al.,, 2017; IBGE, 2015; FLORES-
GARCIA et al., 2011). O fungicida Mancozebe (MZ), formado por manganés e sais de zinco
do composto de organossulfureto etileno-bis-ditiocarbarbamato, ¢ classificado como
altamente toxico para peixes de agua doce, invertebrados e anfibios (SCARIOT et al., 2016;
HOLMES; RUHMAN, 2007), visto que seus metabolitos entram em contato com o ambiente
aquatico. Estudos anteriores demostram que MZ pode exercer efeitos pro-oxidantes através da
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), causando um desbalango redox e levando
a efeitos deletérios no desenvolvimento de organismos ndo-alvo, principalmente em
concentragdes teratogénicas (ATAMANIUK et al., 2013; COSTA-SILVA et al., 2018).
Assim, estudos ecotoxicoldgicos com esse fungicida se tornam cada vez mais relevantes.

Um organismo considerado excelente para estudo dos efeitos da exposicao a diferentes
contaminantes ambientais € o zebrafish (Danio rerio) (FUZZEN; BERNIER; KRAAK, 2011;
ALTHENOFEN et al., 2017), principalmente em razao dos seus embrides se desenvolverem
rapidamente no meio externo e serem transparentes, permitindo a observa¢do do animal
durante todo o desenvolvimento embrio-larval (HAENDEL et al., 2004). Contudo, os efeitos
da sua exposicdo ao MZ nas fases iniciais de desenvolvimento ainda é pouco estudada,
principalmente em concentracdes de relevancia ecoldgica.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar potenciais alteracdes em parametros
comportamentais ¢ bioquimicos causadas pela exposi¢ao a concentragdes subteratogénicas do
fungicida Mancozebe durante o periodo de desenvolvimento embrio-larval de zebrafish.

2 METODOLOGIA

Os embrides de zebrafish utilizados neste ensaio toxicoldgico foram obtidos a partir de
reproducdao de exemplares adultos. Os experimentos com peixes adultos foram aprovados
junto ao CEUA — Unipampa (protocolo 003/2016).

O método de exposi¢do foi realizado baseado no protocolo OECD 236 (2013), de
modo que embrides de 4 horas pos fertilizacdo (hpf) foram expostos a Mancozebe 96%
(Sigma-Aldrich) nas concentragdes subteratogénicas e de relevéncia ecolégica (BOMBARDI,
2017) de 5, 10 e 20 pg/L, mantendo um grupo controle (CTL) no qual foi exposto apenas a
agua do sistema (zebtec™). Sendo N=200 animais por grupo.

Primeiramente, a toxicidade do composto foi avaliada através da taxa de mortalidade,
contagem de movimentos espontaneos dos embrides (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998) e
geracdo de EROs com o corante fluoroforo diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH2DA)
(ANICHTCHIK et al., 2008) em 24 hpf e da taxa de eclosdo e de estimulos sensoriais motores
por resposta de escape (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 1998) em 72 hpf.
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Para analise estatistica dos dados, foram aplicados testes de normalidade (Kolmogorov
Smirnov) e homogeneidade (teste de Bartlett). Os resultados foram expressos como média +
erro padrdao (S.E.M.). Para os dados ndo paramétricos, a analise foi feita através do teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de multiplas comparagcdes de Dunn. Para os dados
paramétricos, a analise foi feita através de one-way ANOVA seguido pelo teste de multiplas
comparagdes de Holm-Sidak. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes
com p < 0,05.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Em rela¢do a mortalidade dos embrides, o grupo MZ ndo diferiu em relacdo ao grupo
controle (Figura 1A), sugerindo que as concentragdes utilizadas ndo comprometem a
sobrevivéncia desses embrides. Porém, a taxa de eclosdo se mostrou estatisticamente diferente
(Figura 1B), visto que na concentragdo de 20 ug/L o nimero de embrides ndo eclodidos foi
maior em comparagdo com o grupo controle ao final de 72 hpf, sugerindo um possivel atraso
no desenvolvimento embrionario em razao da exposi¢cao ao composto.

Figura 1 - Sobrevivéncia e eclosdo de embrides expostos a diferentes concentragdes de
MZ. (A) Porcentagem de embrides mortos apos 24 hpf; (B) Porcentagem de embrides ndo
eclodidos ap6s 72 hpf. Os resultados foram expressos com média = SEM referente aos grupos
controle (CTL) e Mancozebe (MZ), sendo * p<0,05.
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Fonte: do autor, 2018.

Em relacdo as andlise comportamentais, a exposi¢ao ao MZ resultou em um aumento
significativo no numero de movimentos espontaneos dos embrides na concentragdo de 10
pg/L em comparagdo ao controle, podendo sugerir uma hiperatividade nos embrides expostos
a essa concentragdo, e posterior diminui¢dao na concentragcdo de 20 ug/L (Figura 2A). Outros
estudos também ja apresentaram dados similares, Mu et al. (2013) relataram que embrides de
zebrafish expostos ao fungicida Difenoconazole apresentaram uma inducdo no movimento
espontaneo dos embrides na concentragdo de 1,5 mg/L e uma inibi¢do nas concentragdes de 2
e 2,5 mg/L. Ja Costa-Silva et al. (2018) demonstraram que a exposicdo a MZ levou a um
aumento no numero de movimentos espontaneos dos embrides, provavelmente por um
mecanismo de toxicidade induzido pelo principal composto metalico de MZ, o manganés.

Na resposta de escape, larvas expostas a concentracdo de 20 pg/L apresentaram um
défict motor quando comparadas ao controle, necessitando de um maior numero de estimulos
para apresentar uma resposta de nado (Figura 2B). Esta inibicdo no comportamento de
resposta ao escape pode indicar que larvas de zebrafish expostas no periodo embrionario a

MZ podem ser mais suscetiveis a predacdo, uma vez que seu estado locomotor foi alterado
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apos a exposicao ao fungicida. Andrade et al. (2016) demonstraram que larvas de zebrafish
expostas ao pesticida Carbendazim em concentragdes ecologicas apresentam uma resposta
locomotora alterada em rela¢do a natagdo, mesmo nas concentragdes mais baixas, indicando o
comportamento como um sinal de alerta para o estresse ambiental.

Figura 2 - Analises comportamentais de embrides expostos a diferentes concentragdes
de MZ. (A) Numero de movimentos espontaneos por minuto em 24 hpf; (B) Numero de
estimulos motores de resposta de escape em 72 hpf. Os resultados foram expressos com
média = SEM referente aos grupos controle (CTL) e Mancozebe (MZ), sendo * p<0,05.
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Além disso, a exposicdo ao MZ nao resultou em alteragdes estatisticamente
significativas em relacdo ao controle nos niveis de EROs (Figura 3). Costa-Silva et al. (2018)
observou que a exposi¢do de embrides de zebrafish ao MZ em concentragdes superiores as
testadas nesse trabalho causou um aumento na produc¢do de EROs, indicando um possivel
desequilibrio redox. Sabe-se que o desenvolvimento embrionario ¢ caracterizado por uma alta
taxa de diferenciacdo que depende principalmente da homeostase redox (DENNERY, 2007).
Porém, uma tendéncia para a producao exacerbada de EROs pode perturbar esse equilibrio,
causando distirbios no desenvolvimento, principalmente apds a exposicao a contaminantes
ambientais (WANG et al., 2018), podendo levar a déficits locomotores e comportamentais em
zebrafish, mesmo em baixas concentragoes.

Figura 3 - Quantificacdo da absorbancia através da fluorescéncia do corante
DCFH2DA com média + SEM referente aos grupos controle (CTL) e Mancozebe (MZ).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Desse modo, pode-se concluir que o Mancozebe, mesmo em concentragdes baixas, ¢
capaz de alterar parametros motores e comportamentais em zebrafish, tornando as analises
comportamentais ¢ motoras ferramentas sensiveis a detec¢cdo precoce de ambientes
comprometidos com contaminagdo por meio de produtos agricolas, uma vez que tais
alteracdes se manifestam anteriormente a distirbios relacionados a parametros bioquimicos.
Porém, mais estudos sdo necessarios para elucidar as vias biologicas dessas alteragdes nesse
organismo modelo, principalmente em concentragcdes subteratogénicas, visto que possuem
grande relevancia ecotoxicologica com o constante crescimento da agricultura no Brasil.
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