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RESUMO

O uso volumoso de praguicidas, de farmacos e de quimicos industriais, entre outros, tem
provocado a contaminacdo do meio ambiente, com bioacumulacéo e biomagnificacdo de seus
residuos que, eventualmente, podem provocar exposi¢cBes inadequadas e aumentar as
incidéncias de doencas humanas. O pouco conhecimento de seus destinos no meio ambiente e
potenciais efeitos a salde, e ainda combinados a falta de monitoramento nos compartimentos
ambientais, classificam essas substancias quimicas como contaminantes de preocupacao
emergentes (CPEs). Estudos experimentais tém a capacidade de prever a toxicidade desses
CPEs, sendo de grande importancia para a compreensdao dos mecanismos potencialmente
envolvidos no risco & satde humana e ambiental. Atualmente, o uso de métodos alternativos
para avaliacdo da toxicidade de substancias quimicas é uma tendéncia internacional em
resposta a politica dos 3R (reduce, refine, replace), que sugere a diminui¢cdo no uso de
animais em pesquisas. Dentre as novas metodologias alternativas aplicadas a toxicologia
inclui-se a utilizacdo do peixe Danio rerio (zebrafish) como organismo modelo para ensaios
de alto rendimento (high-throughput screening). Neste trabalho, avaliamos o potencial de
embriotoxicidade neurotoxicidade de dois CPEs, o decametilciclopentasiloxano (D5), um
representante dos produtos de cuidados pessoais, € o triclopir, um representante dos
praguicidas. Para a avaliacdo da toxicidade aguda desses contaminantes, seguimos o protocolo
OECD TG236, pelo qual os embrides do zebrafish foram expostos por até 144 horas pos
fertilizagdo (hpf) a concentragfes ambientalmente realistas, na faixa de 0,5-500 pmol/L. Os
embrides foram observados a cada 24 horas até o final do teste (144hpf). Ainda, nossos
resultados revelaram a ocorréncia de efeitos letais (ovo coagulado e falta de batimento
cardiaco) e subletais (edema de pericardio e saco vitelinico, ndo eclosdo dos ovos e bexiga
ndo inflada) para os dois compostos em todas as concentragdes testadas, e efeitos
teratogénicos (escoliose, malformacao de cabeca e olhos) nos organismos expostos a 10 e 50
pmol/L de triclopir. A partir de nossos resultados determinamos a CL50 e CE50 das
substancias testadas. A atividade da AChE como biomarcador de neurotoxicidade também foi
avaliada. N&o foi observada diferenca significativa na atividade da AChE nos grupos tratados
com o0s contaminantes estudados. Avaliados em conjunto, nossos resultados indicam que
ambas as substancias sdo capazes de causar efeitos adversos no desenvolvimento do zebrafish,
mesmo em concentracdes muito baixas, aguelas comumente recomendadas. Ainda, os dados
gerados neste trabalho podem oferecer embasamento cientifico para a implementacdo de
estratégias coerentes e eficazes de controle desses contaminantes ambientais relacionadas a
avaliagéo do risco.

Palavras-chave: Contaminantes de Preocupacdo Emergente; decametilciclopentasiloxano;
D5; triclopir; zebrafish, avaliacdo de toxicidade.



ABSTRACT

The massive use of pesticides, drugs and industrial chemicals, among others, has caused
contamination of the environment, with bioaccumulation and biomagnification of its residues,
which, eventually, can cause inappropriate exposures and increase the incidence of human
diseases. The little knowledge of their destinations in the environment and potential health
effects, and even combined with the lack of monitoring in the environmental compartments,
classify these chemical substances as contaminants of emerging concern (CECs).
Experimental studies have the ability to predict the toxicity of these CECs, being of great
importance for the understanding of the mechanisms potentially involved in the risk to human
and environmental health. Currently, the use of alternative methods for assessing the toxicity
of chemical substances is an international trend in response to the 3R (reduce, refine, replace)
policy, which suggests a decrease in the use of animals in research. Among the new
alternative methodologies applied to toxicology, the use of the fish Danio rerio (zebrafish) is
included as a model organism for high-throughput screening tests. In this work, we evaluated
the embryotoxicity potential of two CECs, decamethylcyclopentasiloxane (D5), a
representative of personal care products, and triclopir, a representative of pesticides. To assess
the acute toxicity of these contaminants, we adopted the OECD TG236 protocol, whereby the
zebrafish embryos were exposed for up to 144 hours after fertilization (hpf) to
environmentally realistic concentrations, in the range of 0.5-500 uM/L. The embryos were
observed every 24 hours until the end of the test. Furthermore, our results revealed the
occurrence of lethal effects (coagulated egg and lack of heart beat) and sublethal effects
(edema of pericardium and yolk sac, non-hatching of eggs and non-inflated bladder) for both
compounds in all tested concentrations, and effects teratogenic (scoliosis, malformation of
head and eyes) in organisms exposed to 10 and 50 pM/L of triclopyr. From our results, we
determined the LC50 and EC50 of the tested substances. The activity of AChE as a
neurotoxicity biomarker was also assessed. No significant difference was observed in AChE
activity in the groups treated with the assessed contaminants. Taken together, our results
indicate that both substances can cause adverse effects on the development of zebrafish, even
at very low concentrations, to those commonly recommended. In addiction, the data generated
in this work can provide a scientific basis for the implementation of coherent and effective
strategies to control these environmental contaminants related to risk assessment.

Keywords: Contaminants of Emerging Concern; decamethylcyclopentasiloxane; D5;
triclopyr; zebrafish, toxicity assessment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminantes de preocupacéo emergente (CPEs)
A acdo antropogénica tem inserido no meio ambiente, ao longo dos anos, inimeros

compostos quimicos, desde moléculas sintéticas em formulacdes de produtos de cuidados
pessoais (PCPs), corantes, retardantes de chamas, praguicidas e até mesmo genes resistentes
de microrganismos (Sauve et al., 2014; Richardson et al., 2020). O crescimento populacional
acelerado somado ao progresso no desenvolvimento industrial e tecnoldgico, tém diretamente
impulsionado a grande producdo desses compostos, sob a premissa de atender a demanda das
necessidades humanas por produtos cada vez mais sofisticados (Pereira et al., 2015; Bambino
et al., 2017; Starling et al., 2019). Esses produtos, tais como 0s PCPs e praguicidas, séo
onipresentes em nosso cotidiano e, desta forma, estdo presentes em nossa casa, no trabalho,
no campo, em nossa comida e, consequentemente, em fluidos biologicos (Bellato et al., 2019;
Fontenele et al., 2010).

Neste cenario, de acordo com um levantamento realizado pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) (2017), em 2016 o Brasil
apareceu na 44° posicao no ranking de paises que mais utilizam praguicidas no mundo, com
um consumo relativo de 4,31 quilos desses produtos por hectare (Kg/ha) cultivado, ficando
atras de paises europeus como Paises Baixos (9,38 kg/isso), Bélgica (6,89 Kg/ha), Italia (6,66
Kg/ha), Irlanda (5,78 Kg/ha), Portugal (5,63 Kg/ha) e Suica (5,07 Kg/ha) (FAO, 2020). Em
relacdo ao uso em pastagens, 0s praguicidas mais utilizados no pais sdo o 2,4-D, Dicamba,
Fluroxipir-MHE, Glifosato, Paraquat, Picloram, Tebutiuron e Triclopir (EMBRAPA, 2020).
Como resultado, a deteccdo de residuos desses compostos quimicos em matrizes ambientais
(&gua, solo, ar, sedimentos) é cada vez mais frequente, variando em escalas de ng a ug
(Starling et al., 2019), o que alerta a comunidade cientifica ao risco toxicolégico desses
compostos quimicos no meio ambiente. Como uma das consequéncias do uso crescente
desses produtos, 84.206 casos de intoxicacGes foram registrados em unidades de saude
publica e privadas apenas no periodo de 2007 a 2015 no Brasil (BRASIL, 2018).

Outra classe de compostos quimicos bastante consumida mundialmente sdo os PCPs
(Juliano et al., 2017). Atualmente, o Brasil € 0 4° maior mercado consumidor de PCPs do
mundo, com um faturamento de US$ 29,6 bilhdes em 2019, ficando atrds apenas dos Estados
Unidos, China e Japdo (ABIHPEC, 2020). Consequentemente, compostos quimicos como
parabenos, siloxanos e antissépticos, frequentemente utilizados como ingredientes na

formulacdo de alguns PCPs (perfumes, esmaltes, shampoos, condicionadores, maquiagens


http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#2,4-D
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Dicamba
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Fluroxipir
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Paraquat
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Picloram
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Tebuthiuron
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc117/07herbicidas.html#Triclopyr
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entre outros), tém chamado a atencdo devido sua ocorréncia no meio ambiente (Juliano et al.,
2017; Starling et al., 2019) e risco toxicologico para humanos (Juliano et al., 2017; SCCS,
2015).

O pouco conhecimento sobre 0s mecanismos de toxicidade, assim como a caréncia de
informacdes acerca dos riscos desses compostos a salde humana e ao meio ambiente, para
curto e longo prazo de exposi¢do, os coloca em um grupo de compostos de importancia
ecotoxicoldgica denominados “contaminantes de preocupacdo emergente” (Metcalfe et al.,
2013; Geissen et al., 2015; Salimi et al., 2017; Wilkinson et al., 2017; Poynton, Robinson,
2018). Por defini¢do, contaminantes de preocupacdo emergente (CPES) sdo materiais ou
compostos quimicos de origem sintética ou natural, previamente conhecidos ou ndo,
caracterizados por apresentar uma ameaca real ou potencial para a sade humana ou para o
ambiente (Geissen et al., 2015; Oliveira et al., 2014; Poynton, Robinson, 2018). Esses CPEs
ndo estdo incluidos em qualquer legislacdo ou programas de monitoramento (monitoramento
de uso e destino, por exemplo), o que impulsiona a nescessidade de pesquisa para a melhor
compreengdo dos seus mecanismos de toxicidade e efeitos decorrentes da exposicéo (Pereira
et al., 2015; Geissen et al., 2015; UNEP, 2017; Taheran et al., 2018).

Os CPEs séo liberados constantemente no meio ambiente e suas fontes séo variadas
(Geissen et al., 2015; Taheran et al., 2018). Todavia, podemos considerar como principais
fontes de introducdo dos compostos no ambiente: descarte domeéstico por efluentes urbanos
(PCPs, farmacos, detergentes), descartes hospitalares (farmacos), industriais (corantes, micro
e nanoplésticos dentre outros materiais), e de atividades de produgdo animal ex.,
medicamentos de uso veterinario), lixiviacdo de campos agricolas (praguicidas e fertilizantes),
além de depdsitos de lixo em aterros sanitarios (Gogoi et al., 2018) (Figura 1). Além disso, a
precipitacdo e escoamento de vias urbanas também podem ser consideradas fontes
importantes de entradas de CPEs no meio ambiente (Wilkinson et al., 2017).
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Figura 1. Fontes e destino de contaminantes de preocupacao emergente (CPES) no ambiente

Descarte de Descarte Atividade Aterros
agua domiciliar industrial agricola sanitarios

Fontes de
contaminantes de
preocupagao
emergente

Destino dos
contaminantes de
preocupagao
emergente

Rede de tratamento Descarte final de Contaminagéo do Agua contaminada
de esgoto residuos ambiente aquatico tratada para consumo

Legenda: As principais fontes de emissdo de CPEs destacadas séo: descarte de gua da atividade domiciliar,
descarte de residuo industrial, atividade agricola e depdsito de lixo em aterros sanitarios. O destino dos CPEs,
provenientes de descarte domiciliar, se da através de redes de tratamento de esgoto; residuos de atividade
industrial sdo descartados como efluente em matrizes naturais; contaminantes da atividade agricola e de aterros
sanitarios podem ser lixiviados e infiltrados no solo contaminando aguas superficiais que sdo captadas por redes
de tratamento para o consumo.

Fonte: préprio autor.

A identificacdo de CPEs no meio ambiente, principalmente em matrizes aquaticas, tem
se tornado frequente (Escher et al., 2019). Em sua revisdo, Montagner et al. (2019) listaram
cerca de duzentos CPEs, datados de 1997 a 2017, presentes em aguas brasileiras, incluindo
aguas superficiais, sedimentos e agua potavel (dgua de beber) (Montagner et al., 2019). Entre
0s contaminantes com maior frequéncia de detecgdo no ambiente estdo os praguicidas, por
exemplo, o triclopir, um herbicida de uso bastante comum em territorio brasileiro
(EMBRAPA, 2020; Guilherme et al., 2015; Richardson et al., 2016).

Além dos praguicidas, produtos farmacéuticos, principalmente anti-inflamatérios e
antibioticos, os PCPs estdo no topo da lista de CPEs com maior indice de deteccdo no
ambiente aquatico (Montagner et al., 2019). Entre os representantes dos PCPs considerados
CPEs esta o siloxano decametilciclopentasiloxano (D5), um composto de amplo uso
industrial, reportado no relatorio bianual “Water Analysis: Emerging Contaminants and
Current Issues” (Richardson e Kimura, 2016), e alvo de agéncias reguladoras europeias.

Em grandes centros urbanos como a cidade de Sao Paulo, a identificacdo de CPEs das

mais variadas classes quimicas em aguas superficiais, rios e esgoto é cada vez mais comum
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(Starling et al., 2019). A distribuicdo de CPEs no meio ambiente se torna praticamente
ilimitada, a medida que novos compostos e substancias quimicas sdo continuamente
introduzidas no mercado (Wilkinson et al., 2017).

Tendo em vista a meta de alcancar os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
da ONU até 2030 (ONU, 2020) e em paralelo com o Plano Nacional de Saneamento
Basico (PLANSAB) até 2033, ambos com a finalidade de universalizar o acesso ao
saneamento béasico, no Brasil quase metade da populacdo continua sem acesso a sistemas de
esgotamento sanitario. De acordo com o Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento
(SNIS) de 2018, apenas 53,2% da populagdo brasileira, cerca de 107,5 milhGes de pessoas, possuli
servico de coleta de esgoto. Deste total, estima-se que apenas 46% recebam tratamento. Em
contrapartida, quase 47% dos brasileiros, isto €, 100 milhdes de pessoas, ndo possuem servigos de
saneamento basico (SNIS, 2018). Neste contexto, essa fracdo da populacdo utiliza medidas
alternativas para lidar com os dejetos gerados, seja através de fossas sépticas ou jogando o esgoto
diretamente em rios, o que contribui de forma expressiva para a entrada de contaminantes em matrizes
ambientais (Silva et al., 2014).

Frente a este cenario, além da evidente situacdo de vulnerabilidade da populacéo carente de
saneamento basico, a contaminacdo do meio ambiente, com prejuizos a biota e a salide humana, chega
a ser inevitavel, uma vez que sistemas sépticos sao considerados as principais fontes de CPESs, como
os PCPs, em &guas superficiais e subterraneas (Schaider et al., 2013; Silva et al., 2014). Além
disso, as concentracdes de contaminantes detectadas em sistemas sépticos podem variar de
acordo com o0s tipos de produtos quimicos utilizados. E ainda, a remocdo desses
contaminantes nestes sistemas é quase nula (Stanford, Weinberg 2010).

Muitos contaminantes distribuidos no ambiente, a exemplo do Bisfenol A (BPA) e
DDT, podem causar toxicidades crdnicas como desregulacdo enddcrina, tanto em humanos
guanto em organismos aquaticos, diminuicdo da qualidade e taxa reprodutiva, mortalidade e
até mesmo o desenvolvimento e selegdo de bactérias resistentes a antibioticos (Pontelli et al.,
2016; UNESCO, 2018). Além disso, embora alguns autores afirmem que as concentragdes de
contaminantes no ambiente, por exemplo, os praguicidas e PCPs, estdo em niveis muito
abaixo das doses usualmente aplicadas e consumidas diariamente (UNEP, 2019; Gupta et al.,
2020), o processo de bioacumulacéo, referido a absorcéo, armazenamento e acumulagdo de
contaminantes por organismos em seu ambiente, deve ser considerado como um parametro
importantissimo, favorecedor de toxicidade (Streit et al., 1998; Borga et al., 2019). Isto
posto, a exemplo dos PCPs, o siloxano D5 apresenta grande capacidade de bioacumulacéo

tanto no ambiente aquético (principalmente em sedimentos), quanto em tecidos bioldgicos de
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organismos (Kierkegaard et al., 2012; Norwood et al., 2013; Fairbrother et al., 2015; Xue et
al., 2019), representando um fator de risco importante a salude, pensando em exposicao a
longo prazo.

Somados aos danos ambientais, como alteracbes climaticas, diminuicdo da
biodiversidade e contaminacdo do ar, a contaminacdo da &gua, devido ao aumento de CPEs,
poderd contribuir direta e indiretamente para agravos a saude de milhfes de pessoas,
incluindo morte, ao redor do mundo até 2050, segundo o relatério “Global Environment
Outlook — GEO-6: Healthy Planet, Healthy People’” emitido pela Organizacdo das NacOes
Unidas (ONU) (UNEP, 2019).

Para melhor compreensdo do impacto dos CEPs devem ser levados em consideracéo
aspectos importantes como: desenvolvimento e implementacdo de protocolos e métodos
analiticos para quantificar e qualificar os CPEs; delineamento e estudos de ocorréncia e
persisténcia de contaminantes em diferentes matrizes ambientais; tratamento de &guas
residuais e agua potavel para a remocdo de contaminantes; e, avaliagdo continua da
toxicidade e riscos a salde humana e ao meio ambiente dos CPEs, individual e conjuntamente
(Bravo, 2009; Vélez et al., 2019). No entanto, essa tarefa ndo é facil, pois existem milhares de
compostos com diferentes propriedades fisicas e quimicas que podem ser classificados como
CPEs.

Contaminantes de preocupacdo emergente fazem parte da realidade da sociedade
moderna. Devido a falta ou limitado conhecimento sobre a maioria desses contaminantes,
suas fontes e formacdo, eles ainda configuram um enorme desafio quanto a pesquisa, manejo
e tomada de decisbes, assim como a regulamentacdo visando minimizar seus impactos
(Wilkinson et al., 2017; Taheran et al., 2018).

1.1.1 Siloxanos e decametilciclopentasiloxano (D5)
Siloxanos constituem um grupo de compostos que incluem organosilicones,

oligdbmeros e polimeros. Esses compostos foram sintetizados inicialmente em 1863 e tiveram
sua producédo industrial em escala a partir de 1940 (Mojsiewicz-Pienkowska et al., 2016).
Estima-se que a produgéo de siloxanos chega a um volume superior a 4.500 toneladas por ano
(ECHA, 2016). A produgdo, consumo e importacdo de siloxanos estdo atreladas a sua
utilizacdo em uma gama muito grande de PCPs, aditivos alimentares, produtos farmacéuticos
e produtos intermedidrios para a producdo de outros polimeros de silicone, com as mais

variadas aplicagdes na industria (Alaee et al., 2013; Wang et al., 2013).
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Os siloxanos sdo produzidos a partir da hidrolise &cida de silanos
(dimetildiclorossilano, clorotrimetilsilano) e purificacdo por destilagdo. Estes compostos
diferem entre si por apresentarem variacdo em: tamanho molecular, peso molecular, forma
(lineares ou ciclicos) e propriedades fisico-quimicas, o que influéncia em seu emprego
(HSDB, 2005; EPA, 2014). Ainda, os siloxanos, incluindo os siloxanos ciclicos, possuem
muitas propriedades comercialmente atrativas, como textura lisa, baixa tensdo superficial e
alta estabilidade térmica e devido a essas propriedades, sdo comumente usados em
quantidades significativas na formulacdo de PCPs (Loretz et al., 2008; Horii, Kannan, 2008;
Wang et al., 2013).

Os siloxanos sdo resistentes as reagGes quimicas como: oxidacdo, reducdo e
fotodegradacdo, os tornando persistentes no ambiente 41,42. Alguns representantes desta
classe de compostos, como o octametilciclotetrasiloxano (D4), decametilciclopentasiloxano
(D5) e dodecametilciclohexa-siloxano (D6) ttm chamado a atencdo pelos seus potenciais
riscos a salde humana e ambiental devido a sua capacidade de dispersdo no ambiente e de
bioacumulacédo (Kent et al., 1996; Brooke et al., 2009; Howard, Muir, 2010).

De grande interesse toxicologico, o D5 é um siloxano de estrutura molecular ciclica
(figura 2), que se apresenta como um liquido incolor, sem cheiro e volatil em temperatura
ambiente (25 °C) (Mackay et al., 2015). Suas principais caracteristicas fisico-quimicas estdo

sumarizadas na tabela 1.

Figura 2. Estrutura molecular do decametilciclopentasiloxano

HaC cH,
H3C\ /O~—Si
HaC—Si \-CHa
o ; “CH,
HaC— P o _si
HoC o o

Fonte: Mackay, 2015.

Quadro 1. Caracteristicas e propriedades fisicas—quimicas do decametilciclopentasiloxano.

Férmula Peso Solubilidade em NUmero

Nome . log K
molecular molecular agua g Bow CAS

Decametilciclopentasiloxano;

D5 C10H3005Sis 370,77 17,0 pg/L a 23°C 8,09 541-02-6

Fonte: Sahlin, Agerstrand, 2018.
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Industrialmente, o D5 é utilizado como precursor na producdo de polimeros de
polidimetilsiloxano (PDMS), também referidos como silicones. O D5 €é usado na mistura e
formulacdo de uma variedade de PCPs incluindo xampus, condicionadores, cremes para a
pele e cabelo, cosméticos e desodorantes. Além disso, 0 D5 € empregado como solvente em

produtos comerciais de limpeza a seco e fluidos de limpeza industrial (Mackay et al., 2015).

1.1.1.1 Destino ambiental de D5
A liberacdo de D5 no meio ambiente ocorre principalmente por meio de sua

volatilizagdo, descarte industrial e uso em ambientes internos e externos (Xue et al., 2018).
No entanto, o descarte de PCPs contendo D5, através da dgua domiciliar residual, seja a mais
importante via de contaminagao ambiental por esse siloxano (Sahlin, Agerstrand, 2018).

Como resultado do uso generalizado em produtos de consumo, muitos estudos tém
relatado a ocorréncia de D5 em sedimentos de rios e lagos, lodo, ar, ambientes de agua doce,
aguas residuais, dgua do mar, poeira e em tecidos humanos e de outros animais (Xu et al.
2015; Krogseth et al. 2013; Hanssen et al. 2013; Sanchis et al. 2013; Tran e Kannan 2015;
Tran et al. 2015; Zhang et al. 2011; Lu et al. 2011; Wang et al. 2013).

As concentracbes de D5 detectadas variam de acordo com o ambiente ao qual é
amostrado. No ar o D5 ja foi detectado na faixa de concentragdo de 0,19-1,3 pg/m® de ar; em
aguas superficiais <0,02-1,6 pg/L, agua doce <0,01-1,48 ug/L; 27.000-50.000 ng/g por peso
drenado de lodo apdés tratamento de esgoto e <2-2.000 ng/g de peso drenado de sedimentos
(Greve et al., 2014). Baseado nestas concentracOes detectadas em matrizes ambientais
(concentrages ambientalmente realistas), os estudos de ecotoxicologia tém voltado a atencéo
para a avaliacdo dos possiveis efeitos adversos causados pelo D5 no meio ambiente,
principalmente em ambientes aquaticos (Parrott et al., 2013; Xue et al., 2019). O tempo de
meia-vida do D5 no ar, agua, solo e sedimento, em dias, € de 6,90, 70,4 (em pH 7 a 25 °C),
12,6 e 3.100, respectivamente (Mackay et al., 2015), o que contribui para a identificacéo
desse siloxano no ambiente.

Apresentando um coeficiente de parti¢cdo octanol-agua (Kow) de 8,09, o D5 possui um
alto potencial para bioacumulacdo (Greve et al., 2014; Gobas et al., 2015). Estudos tém
comprovado a bioacumulagéo do D5 em tecidos bioldgicos e apontado para o seu potencial de
biomagnificacdo através da cadeia trofica, como observado nos estudos de Cui et al. (2019) e
Xue et al. (2019) a partir da exposicdo de pequenos crustaceos, que fazem parte da dieta de

organismos superiores (zooplancton-crustaceos-peixe-passaro).
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Devido sua capacidade de bioacumulagdo e persisténcia no meio ambiente, em 2018 a
Unido Europeia (EU) determinou a limitagdo do uso de D5, assim como do siloxano D4, em
produtos de cuidados pessoais. Esta medida foi tomada devido a detecgdo frequente desses
compostos e possiveis efeitos adversos no meio ambiente, uma vez que esses siloxanos
acabam alcancando o ambiente principalmente através do descarte continuo de PCPs, os quais

levam esses compostos em suas formulagdes (EU, 2018).

1.1.1.2 Toxicidade do D5
A Dose Letal 50% (DL50) de D5 para toxicidade aguda oral em ratos é de >5.000

mg/Kg (D5, 2017). Dados de estudos experimentais disponiveis na literatura indicam que
esse composto foi capaz de induzir um aumento da incidéncia de adenocarcinoma endometrial
em fémeas de rato Fischer 344 (F344), expostas por 24 meses (via inalatdria). Ainda, a
administracdo oral de D5 em doses de 100, 400 e 1.600 mg/Kg por peso corporeo (p/c),
resultou em aumento do figado de fémeas de rato Sprague-Dawley. A mesma alteracéo foi
observada na exposic¢do inalatdria (160 ppm) (Klaunig et al., 2016).

Em relacdo a metabolizacdo, € assumido que a exposi¢cdo ao D5 induz enzimas de
metabolizacdo hepéatica, mecanismo semelhante a inducdo enzimatica pelo fenobarbital
(Zhang et al. 2000). Sabe-se também que, ambos D4 e D5 induzem a atividade de enzimas da
familia P450 do figado, o que justifica 0 aumento do 6rgdo (EA, 2009), além da expressao de
CAR (do inglés constitutive androstane receptor) em roedores, indicando que ambos 0s
compostos interagem potencialmente com vias metabolicas de xenobioticos (Johnson et al.,
2011). Em adi¢do, o Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor (SCCS) considerou o
figado como um 6rgédo-alvo potencial apos exposicdo oral de dose repetida, e figado, pulmdes
e Utero como Grgdos-alvo potenciais ap0s exposicao por inalacdo de dose repetida em frango
(Bernauer et al., 2016; Rousselle et al., 2017). Parametros bioquimicos também mostraram
alteragBes apds exposicdo ao D5, tais como diminuicdo da concentracéo de ureia, aumento do
colesterol, aumento dos triglicerideos, aumento da proteina total e aumento da gama-
glutamiltransferase (Bernauer et al., 2016).

Em relacdo a genotoxicidade e mutagenicidade do D5, dados de ensaios in vivo com
ratos Fischer (expostos a 7 dias por 6 horas a 160 parte por milhdo (ppm) de D5 por via
inalatdria), e ensaios in vitro utilizando Salmonella typhimurium e Escherichia coli ou entéo
células de linfoma de camundongo L5178Y, ndo detectaram danos no DNA, nem aberracGes

cromossomicas (Bernauer et al., 2016).
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Estudos de avaliacdo do risco ambiental conduzidos pela Environment Canada
indicaram que o D5 é persistente no meio ambiente e pode causar efeitos ecologicamente
prejudiciais (ECHC, 2008). No entanto, os dados sobre o mecanismo de toxicidade do D5 em
organismos aquaticos sdo escassos e pouco explorados. Em peixes, truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), a Concentracdo Letal Média 50% (CL50) foi estabelecida em 0,016
mg/L em 96 horas e a toxicidade crbnica, definida pela Concentracdo de Efeito N&o
Observado (NOEC), também para truta-arco-iris, foi 0,014 mg/L em 90 dias (EC, 2018).
Estudos de toxicidade aquatica com D5 apontam que, as concentracfes abaixo de sua
solubilidade em &gua (17 pg/L), parecem ndo estar associadas a efeitos adversos em peixes ou
a outros organismos aquéticos (Fairbrother et al., 2015). No entanto, o nimero limitado de
espécies utilizadas nesses estudos, nos faz questionar sobre a sensibilidade dessas espécies em
relacdo a outros modelos experimentais, tal como o zebrafish, e também ao uso de novos
métodos de avaliacdo da toxicidade, a exemplo da OECD TG236 (FET test) (OECD, 2013).
Um estudo com embrides e larvas de zebrafish expostos a amostras de agua coletadas no rio
Washington Navy Yard em 0 a 30 dpf (dias apés a fertilizacdo) na presenca de 13
contaminantes, incluindo D5 e derivados de horménios, mostraram alteracdes no crescimento
e comportamento de natagdo (Wilken et al., 2020). No entanto, para este estudo, a avaliagdo
isolada dos efeitos dos contaminantes no foi realizada.

Farasani et al. (2016) observaram que o D5 induziu uma diminui¢do na quantidade de
MRNA de BRCAL, gene pertencente a familia de supressores tumorais (Venkitaraman, 2001),
em cultura de células epiteliais (MCF10F) expostas a 10° M por uma semana. O mesmo
estudo mostrou ainda que a exposi¢do ao D5 na mesma concentragdo foi capaz de diminuir a
quantidade de proteina BRCAL, por Western immunoblot, apds 30 dias de exposicdo
(Farasani et al., 2015).

Devido ao uso frequente de produtos contendo D5 em suas formulacBes (xampus,
condicionadores de cabelo, desodorantes aerossois, lo¢bes, maquiagens etc.), estima-se que a
taxa de exposicao diaria de mulheres com idade de 19-25 ao D5 seja de 0,39 a 81,800 pg/g de
produto utilizado contendo D5 na sua formulagdo (Horii, Kannan, 2008; Bernauer et al.,
2016). Em adigdo, o uso de cosmeticos e PCPs, em estimativas realistas, sugere uma
exposicdo de 1.261-3.188 pg/dia de D5 para criancas e 1.563-1.875 pg/dia para adultos
(Mojsiewicz-Pienkowska, Krenczkowska, 2018). Ainda, de acordo com a revisdo de
Mojsiewicz-Pienkowska, Krenczkowska (2018), é esperado que, devido a esta exposicao,

efeitos como mudangas na conformacdo de proteinas, desregulagdo do sistema imune e
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enddcrino, aumento de enzimas hepéticas, além da irritacdo do trato respiratorio e migracao e
bioacumulacdo em tecidos ocorram em humanos a longo prazo.

Em 2016, o Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor (SCCS) emitiu uma
opinido, baseada em estudos de toxicidade prévios, onde apontou que os compostos D4 e D5
ndo oferecem riscos para humanos expostos nas concentragdes usuais em PCPs (119 mg/Kg
p/c de produtos aplicados dermicamente e 69 mg/Kg p/c de inalagdo). No entanto, o comité
ressalta a excecdo para o uso em formulacdes de locdo corporal e cabelo e de produtos que
podem levar a exposicao pulmonar por inalacdo, por exemplo, aerossais, sprays pressurizados

e pé (Bernauer et al., 2016; Rousselle et al., 2017).

1.1.2 Triclopir
Herbicidas sdo amplamente utilizados na agricultura para prevenir o crescimento de

plantas indesejadas na lavoura. Embora sejam desenvolvidos para afetar as plantas
indesejadas, os herbicidas podem afetar organismos ndo-alvo, como insetos, peixes, roedores
e humanos (Colborn et al., 1999; Bernardes et al., 2015).

No Brasil, de acordo com a ANVISA o herbicida triclopir (acido 3,5,6-tricloro-2-
piridiniloxiacético) (figura 3) é indicado no combate de plantas infestantes nas culturas de
arroz, eucalipto, milho, pastagens e soja (ANVISA, 2020). As principais caracteristicas fisico-

quimicas do triclopir estdo sumarizadas no quadro 2.

Figura 3. Estrutura molecular do triclopir

Cl
)N
o “— OCH,CO,H

Cl

Fonte: ANVISA, 2020.

Quadro 2. Propriedades fisico-quimicas do triclopir.

Nome Formula Peso Solubilidade em log K Ndmero
molecular | molecular agua g Fow CAS
Triclopir; [(3,5,6-tricloro- 430 mg/L a 25 | 0.42(pH5),-0.45 e
2-piridinil) oxi] actico | CTHeCIsNOs | 2965 og (pH 7), 096 (pH 9) | 2335063

Fonte: Cessna et al., 2002.

O triclopir faz parte do grupo quimico acido piridiniloxialcanoico e é classificado

como um mimetizador do horménio vegetal auxina (Holmes et al., 1994). O mecanismo de
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acdo desses compostos, no combate as plantas indesejadas (erva-daninhas) é bem
caracterizado, estando envolvido no metabolismo de &cidos nucleicos e plasticidade da parede
celular; ainda se aceita que possam causar acidificacdo da parede celular por estimulo da
atividade da bomba de protons ATPase, ligada a membrana celular (Ahrens, 1994).

Além de sua formulagcdo como &cido, o triclopir apresenta outras duas formulagdes, o
éster de triclopir butoxietil (TBEE) e o sal de triclopir trietilamina (TEA) (Cessna et al., 2002;
Bartels et al., 2020). Tanto o triclopir em forma de &cido, quanto em forma de sal e éster, sdo
utilizados como ingredientes ativos em formulacfes de herbicidas de grande importancia
comercial, comumente usados para o controle de ervas daninhas. Dentre os herbicidas
popularmente conhecidos e ja estudados estio o Garlon® 3 (TEA), Garlon® 4 (TBEE) e
Renovate® (TEA) (Wan et al. 1987; Servizi et al. 1987; Stehr et al., 2009).

O triclopir pode ser transportado além do local onde foi aplicado através da agua, ar e
movimento do solo (preparacdo para o plantio). A agua transporta os herbicidas para fora do
local aplicado por meio da lixiviacdo desses produtos dissolvidos através do solo para aguas
subterraneas, escoamento superficial de herbicidas dissolvidos e fixados no solo (Kegley et
al., 2010).

O triclopir é considerado moderadamente persistente no ambiente, com tempo de meia
vida entre 11-100 dias em climas temperados e de 365-720 dias em climas frios (Kegley et
al., 2010). Em contraste com a degradacao por hidrélise de suas formulagdes parentais, TBEE
e TEA, que ocorre dentro de horas e até em poucos dias, a degradacdo do acido de triclopir
pode ocorrer durante um periodo de 30 dias em pH 5, 7 e 9 (Cleveland, Rolbrook, 1991) ou
por periodos superiores a 200 dias em temperatura de 35°C em pH variando de 4,5-8,5 (Szeto,
1993). Por outro lado, a fotodegradacdo € o principal meio de transformacdo do triclopir na
agua. As formulacdes TEA e TBEE sao rapidamente convertidas em &cido de triclopir por
fot6lise na agua em 29-142 dias (McCall, Gavit, 1986: Solomon et al., 1988). Desta forma,
concluiu-se que o acido triclopir precisa ser considerado para estudos de impacto ambiental,
uma vez que esse composto também tem sido identificado tanto em aguas naturais quanto em
sedimentos (McCall et al. 1988; Szeto 1993; Petty, Gardner 1993; Thompson et al. 1995).

Tanto no solo, quanto na agua, o triclopir é degrado através de processos aerdbicos e
anaerdbicos e como produto dessa degradacdo é gerado dois compostos: o 3,5,6-tricloro-2-
metoxipiridina (TMP) e 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), com tempo de meia vida variando
entre 12-229 dias e 50-450 dias, respectivamente. Desta forma, é possivel concluir que, estes
produtos de degradacdo sdo mais persistentes que a molécula parental em forma de acido de

triclopir (Kegley et al., 2010).
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O triclopir é considerado um problema ambiental devido ao seu uso constante e
crescente, ao descarte incorreto, a detecgdo de altas concentragdes no meio ambiente, e a
lixiviagdo, além da dispersdo aérea proveniente da atividade agricola. Este tipo de
contaminacdo pode representar riscos a saude do meio ambiente e para saude humana,
principalmente na Europa e América do Sul, mais precisamente no Brasil, onde o triclopir é
muito utilizado (Bernardes et al., 2015; Guilherme et al., 2015).

1.1.2.1 Toxicidade do triclopir
Pouco se sabe sobre o mecanismo de toxicidade do triclopir em humanos. No entanto,

o triclopir apresenta toxicidade moderada em ratos, com DL50 oral de 630-729 mg/Kg
(Guilherme et al., 2015; Zhang et al., 2016). Ainda, o triclopir apresenta baixa taxa de
absorcdo e répida eliminacdo através da urina (Timchalk et al., 1997; Carmichael et al.,
1989). Dentre os danos induzidos pela sua exposicdo ja descritos podemos citar
neurotoxicidade, observada pela diminuicdo de viabilidade de células neuronais primarias de
camundongos C57BL/6 (Reddy et al., 2011). Kreutzweiser et al. (1994) mostraram que ha
uma chance significativa de efeitos letais agudos em peixes expostos a baixos niveis de
residuos de triclopir por mais de seis horas. Além disso, efeitos letais tardios foram
observados em peixes expostos as concentragdes de 0,08 e 0,32 umol/L™? por um curto
periodo (1 e 3 dias) (Kreutzweiser et al. 1994). Também, ja foi evidenciada sua
genotoxicidade e interferéncia no desenvolvimento embrionario de zebrafish e enguias
(Anguilla anguilla L.), provocada tanto pela formulagdo comercial Garlon® quanto pelo
principio ativo (Guilherme et al., 2015; Suvarchala et al., 2016)

Em humanos a exposi¢do ao triclopir pode ocorrer através das vias dérmica, inalatoria
e oral. Através da pele, o triclopir € absorvido lentamente e passa a ser excretado na urina em
quantidades decrescentes por até quatro dias. Por sua vez, o potencial da exposicdo inalatéria
é considerado baixo, devido a baixa pressdo de vapor do triclopir (<1 x 10 mm Hg (25 °C)).
J& a exposicao oral pode ocorrer durante 0 consumo de agua e alimentos contaminados com
residuos de triclopir (MMWDVMP, 2010).

O écido triclopir é prontamente absorvido pelo trato gastrointestinal apds exposicao
oral. Este mesmo composto tem depuracgédo plasmatica de 0,92 mL/min-Kg, e é eliminado em
4,5 horas principalmente na urina (Dow Elanco, 1992; Dryzga et al., 1994). Estudos com
voluntarios humanos mostraram que entre 80-84% do triclopir administrado pelas vias oral e
dérmica foi excretado de forma inalterada pela urina, e entre 1-2% excretado em forma do
metabolito TCP (Bartels et al., 2020).
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A toxicocinética e o0 metabolismo do triclopir em mamiferos (cdes, ratos,
camundongos e coelhos) tém sido amplamente investigados. O rim é o 6rgdo alvo
reconhecido para o triclopir e os efeitos renais sdo os efeitos toxicologicos mais sensiveis (ou
seja, aqueles que conduzem a avaliacdo de risco para a saide humana) em todas as espécies
(Bartels et al., 2020).

O triclopir é conhecido por ser moderadamente toxico para peixes, anfibios e
invertebrados aquaticos (Wan et al. 1987; Servizi et al. 1987). Efeitos como letargia, sobre o
salmdo prateado foram observados em baixas concentracdes de triclopir (0,24-0,23 mg/L).
Além disso, o triclopir induziu a reducdo da sobrevivéncia de embrides e larvas de peixes
fathead minnow (Pimephales promelas Rafinesque) na concentracdo de 178 mg/L de forma
significativa (Johanson, Geen 1990). Por outro lado, o triclopir (TEA) e as formulacbes de
Garlon® 3 e Renovate®, na faixa de concentracdo entre 0,003 mg/L e 10 mg/L ndo
demonstraram mortalidade e nem alteracdes morfoldgicas de forma significativa em larvas de

zebrafish em até 5 dias pos fertilizacdo (dpf), em exposicdo semi-estatica (Sther et al., 2009).

1.2 Zebrafish como modelo experimental em pesquisa toxicoldgica
Originario da Asia, o Danio rerio, pertencente & familia Cyprinidae, popularmente

conhecido como zebrafish, é um peixe teledsteo bentopelargico de dgua doce de até 5 cm de
comprimento quando adulto. O zebrafish é comumente encontrado nas regiGes de aguas
calmas e rasas do Nepal, sudoeste da Asia, compreendendo india e Bangladesh, norte do
Himalaia e sul de Karnataka (Engeszer et al., 2007).

O zebrafish apresenta caracteristicas fenotipicas distintas em relacdo ao seu sexo.
Eventualmente, machos e fémeas podem ser distinguidos pela forma e cor do corpo (Nasiadka
et al., 2012). Os machos tém uma barriga mais lisa (Figura 5A), enquanto as fémeas mostram
uma barriga mais cheia, arredondada e prateada (Figura 5B) (Nasiadka et al., 2012; Goodwin
et al., 2016; Meyers, 2018). Além disso, 0s machos também exibem uma tonalidade dourada
entre as listras azuis ao longo de seu corpo, principalmente nas nadadeiras anal e caudal. As
listras azuis nas fémeas sdo alternadas com listras prateadas, e sua nadadeira dorsal mostra um

tom amarelo mais forte (Nasiadka et al., 2012).



22

Figura 5. Zebrafish macho e fémea adultos

Legenda: (A) Zebrafish macho apresentando listras caracteristicas e barbatanas curtas. O macho apresenta uma
barriga mais lisa e coloracdo mais marcante que a fémea. (B) Zebrafish fémea também apresentando listras
caracteristicas e barbatanas curtas, além de uma barriga mais redonda. Geralmente as fémeas sdo notavelmente
maiores que 0s machos.

Fonte: Adaptado de Meyers, 2018.

Em relacdo a outras espécies de peixes, varios motivos fazem do zebrafish um modelo
experimental atrativo, como a alta produtividade de ovos durante todo o ano, atingindo em
média 200 ovos por casal em um Unico acasalamento (Figura 6). Além disso, a fecundacédo
dos ovos e o desenvolvimento embrionario ocorrerem fora do ventre materno, também pelo
fato de os embrides e larvas serem transparentes, o que possibilita 0 acompanhamento de seu
desenvolvimento por horas e até dias pos fertilizacdo (dpf) (Garcia et al., 2016; Kimmel et al.,

1995).

Figura 6. Acasalamento de zebrafish

Legenda: Zebrafish machos e fémea alocados separadamente em aquério prdprio para acasalamento. O
acasalamento ocorre entre a fémea e apenas um dos machos, ap6s disputa entre eles pela fémea.
Fonte: Préprio autor.

A introducdo do zebrafish como organismo modelo em laboratdrios de todo o mundo
se deu a partir trabalho pioneiro de George Streisinger, professor do Instituto de Biologia
Molecular da Universidade de Oregon, através de suas pesquisas sobre as bases genéticas do
desenvolvimento neural de vertebrados (Traver et al., 2020). Desde entdo o zebrafish tem se
destacado como modelo experimental em pesquisas cientificas das mais diversas areas como
biologia, genética e biotecnologia, fisiologia, farmacologia, imunologia, medicina e

principalmente na grande &rea da toxicologia (Hill et al., 2005; Choi et al., 2021).
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Embora os modelos experimentais tradicionais como mamiferos (roedores), ainda
sejam considerados padrdo ouro para o estudo da toxicidade e avaliagdo do risco de
substancias quimicas para humanos, o zebrafish apresenta inimeras vantagens quanto a sua
utilizacdo para os mesmos fins (Bruni et al., 2014). Além disso, seu tamanho pequeno, alta
taxa de produtividade, facil manuseio, também a possibilidade de sua criacdo em locais
pequenos (Figura 7), fazem com que os custos de manutencdo sejam relativamente mais
baixos, quando comparado com estes modelos mais tradicionais (Goodwin et al., 2016;
Graham et al., 2018).

Figura 7. Biotério de criacdo, manutencdo e experimentagdo com zebrafish

.

Fonte: Préprio autor.

Geneticamente, o zebrafish possui 70% de genes homoélogos ao do genoma humano
(Howe et al., 2013). Além disso, o desenvolvimento assim como a funcdo dos sistemas
cardiovascular, nervoso e digestivo neste modelo é similar ao de mamiferos (Garcia et al.,
2016; Balasubramanian et al., 2019). Em adicdo, o zebrafish apresenta 84% de genes
ort6logos para doengas humanas, o que sustenta seu emprego como modelo experimental para
0 estudo dos mecanismos de doengas, como por exemplo, doenca de Parkinson, doencas
inflamatorias intestinais, doencas metabdlicas e até o cancer (Bugel et al., 2014).

Com perfil metabdlico bem conservado e semelhante ao de humanos e outros
mamiferos, o zebrafish tem assumido um papel essencial em pesquisas com foco no
metabolismo de xenobidticos de interesse toxicoldgico (Anselmo et al., 2018; Horzmann et
al., 2018). Devido a complexidadOe fisiologica, desenvolvimento singular e sua adequacao
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em testes in vitro, o zebrafish tem possibilitado a compreensédo do mecanismo de toxicidade
de substancias através do emprego de métodos alternativos bem consolidados, como os
propostos pela Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD)
(OECD, 2013; Kawakami et al., 2016; Sobanska et al., 2018).

Na toxicologia aquatica, o zebrafish tém espaco bem estabelecido como organismo
modelo, principalmente para a pesquisa da toxicidade de CPEs na agua e seus possiveis
efeitos no meio ambiente. Sendo assim, cada vez mais, estudos sobre CPEs, tais como
praguicidas, farmacos, metais pesados, micro e nanoplasticos tém utilizado do zebrafish como
um método alternativo para a avaliagdo do risco (Horzmann et al., 2018; Alestrom et al.,
2019).

O zebrafish também se destaca por sua notavel versatilidade no emprego de
metodologias, tanto in vivo quanto in vitro. As avaliacGes toxicoldgicas aplicadas neste
modelo experimental se baseiam geralmente em abordagens como toxicidade do
desenvolvimento, imunotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, neurotoxicidade e
alteracdes comportamentais, toxicidade reprodutiva, desregulacdo enddcrina, além de estresse
oxidativo e alteracdes metabolicas (Hill et al., 2005; Goncalves et al., 2020). Como resultado,
a utilizacdo de zebrafish, assim como o nimero de publicacGes envolvendo este modelo
experimental, tem mostrado um aumento exponencial na ultima década (Cassar et al., 2020).

A diretiva europeia 2010/63/EU sobre a protecdo de animais usados para fins
cientificos é clara quanto a protecdo de fases larvais de zebrafish. Sendo assim, larvas de
zebrafish que passam a se alimentar de forma independente, ou seja, nadando em busca de
alimento, sdo consideradas animais e passam a ser protegidas pela atual diretiva e ainda,
necessitam de autorizacdo prévia por érgdos responsaveis, como o CEUA no Brasil, para a
sua utilizacdo em pesquisas cientificas. No entanto, a mesma diretiva considera que, as larvas
gue nao alcancaram a alimentacdo independente, ou seja, que dependem do contetido de seu
saco vitelinico como fonte de nutricdo, ndo necessitam de protecdo ou até mesmo ndo exigem
regulamentacdo para sua utilizacdo (Directive, 2010/63/EU; Scholz et al., 2008; Teixido et
al., 2013).

Devido a razdes éticas, e baseados na diretiva europeia citada anteriormente, os testes
com embrides de zebrafish tém sido propostos como uma alternativa aos experimentos com
animais adultos (Nagel, 2002; Scholz et al., 2008; Domingues et al., 2010; Teixidé et al.,
2013). Além disso, a consolidacdo do zebrafish como modelo experimental vertebrado em
pesquisa é sustentada até os dias atuais devido ao fato deste animal possuir caracteristicas

fisicas e bioldgicas que o enquadra aos principios dos 3Rs (do inglés Reduce, Replace e
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Refinament) Reducéo, Substituicdo e Refinamento no uso de animais de pesquisa (Russel et
al., 1992; Cazarin et al., 2004; Kirk et al., 2018).

Os principios dos 3Rs foram estabelecidos por Russel e Burch (1992) e hoje é uma
tendéncia mundial, uma vez que associa 0 bem-estar animal a praticas laboratoriais mais
refinadas. Sendo assim, a utilizagdo de modelos, como zebrafish, que permitam um screening
para a identificacdo do efeito de relevancia e para posterior investigagdo com outro modelo

animal sdo exemplos préaticos da aplicacdo dos conceitos dos 3Rs.

1.3 Ensaios de toxicidade com zebrafish

1.3.1 Teste de toxicidade aguda em embrido de peixe (teste FET)
Publicado em 2013 pela OECD, o protocolo do teste de toxicidade aguda com embrido

de peixe (OECD Test Guideline no. 236) € um guia para determinar a toxicidade aguda de
substancias quimicas em estagios embrionarios de zebrafish (OECD, 2013). A principio, este
protocolo foi proposto como um método alternativo a utilizagdo de peixes adultos para testes
de toxicidade aguda (por exemplo, OECD TG203, de 1992) (Braunbeck et al., 2015).

De acordo com o procedimento especificado pelo protocolo OECD TG236, embribes
de zebrafish recém fertilizados sdo expostos a substancia quimica a ser testada por até 96
horas. Ao longo do teste, quatro observagfes apicais sdo registradas como indicadores de
letalidade a cada 24 horas, sendo estas: coagulacdo dos ovos fertilizados, falta de formacéo de
somitos, falta de destacamento da cauda do saco vitelino e auséncia de batimento cardiaco
(OECD, 2013) (Braunbeck et al. 2005; Kndbel et al. 2012; Nagel, 2002). Além dos efeitos
letais, adicionalmente sdo considerados outros critérios de observacdo como efeitos subletais
e teratogénicos. Nagel et al. (2002) sugere integracdo de

No final do periodo de exposicéo, a toxicidade aguda é determinada com base em um
resultado positivo em qualquer uma das quatro observacOes apicais registradas, e a
Concentracdo Letal capaz de causar a morte de 50% da populacdo exposta (CL50) é entdo
calculada. Além disso, o protocolo OECD TG236 estabelece critérios para a validagdo de seus
resultados, como, por exemplo, o uso de controles negativos e positivos, e a necessaria
qualidade das matrizes e embrides do zebrafish, e dos padrdes das substancias e materiais a
serem utilizados no ensaio (OECD, 2013). Este teste tem sido incluido na rotina laboratorial
para a avaliacdo da toxicidade aguda de uma ampla gama de outros produtos quimicos
presentes no ambiente aquatico. Aqui podemos destacar, a avaliagdo da toxicidade aguda de

efluentes para fins regulatorios (Busquet et al., 2014); nanomateriais (Pereira et al., 2019);
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nano e microplasticos e seus potenciais como carreadores de contaminantes ambientais
(Cormier et al., 2019; Bhagat et al., 2020; Zhang et al., 2020).

De acordo com Lilicrap et al. (2016), além de seu uso na analise de toxicidade aguda,
0 ensaio FET fornece embasamento para o desenvolvimento de vias de desfechos adversos
(Adverse Outcome Pathways, AOPs), devido a atividade de aproximadamente 90% do
genoma durante a sua embriogénese. Uma vez que 0s estagios iniciais de vida do zebrafish
podem ser mais sensiveis aos contaminantes do que os adultos (Vitor et al., 2010), seu uso em
avaliacbes do modo de acdo (MoA) também pode aumentar as previsdes de efeitos
ecotoxicoldgicos crbnicos (modulacdo imunolégica, inflamacGes, desregulacdo enddcrina,
genotoxicidade) em peixes (Scholz et al., 2008).

Embora seja um teste alternativo de alto rendimento e ainda com a capacidade de
trazer respostas rapidas quanto a toxicidade de substancias quimicas, o teste FET nos impde
certas limitages. Caracteristicas fisico-quimicas, tais como o peso molecular das substancias
a serem avaliadas deve ser levado em considera¢do, uma vez que o corion do embrido de
zebrafish possui poros com aproximadamente 0,5 um de diametro com um espacamento de 2
pum (Cheng et al. 2007), o que delimita e impede a entrada de substancias com peso molecular
acima de 3 kDa. Nestes casos, o corion acaba por retardar a exposicdo do embrido a
substancia até 0 momento da sua eclosdo (48-72hpf). Outra limitacdo em relagdo a utilizacdo
de substancias quimicas, é a evidéncia de que algumas substancias com acgdes neurotdxicas
sdo menos toxicas para embrides do que para peixes adultos (Scholz et al., 2008; Braunbeck
etal., 2015).

Inicialmente proposto como método toxicoldgico alternativo ao uso de peixes adultos,
como o protocolo OECD TG203 (2019), o teste FET apresenta grande potencial para sua
aplicacdo em toxicologia regulatoria. Desde sua implementacdo, tem se observado uma
gradual adesdo do teste FET dentro do contexto regulatério, resultado da associacdo entre um
modelo robusto com um método alternativo de alto rendimento. Por exemplo, em paises como
a Alemanha o uso de embrides de zebrafish tem sido aplicado para a testagem de efluentes
(Braunbeck et al., 2015). Infelizmente, no Brasil ainda ndo ha por parte de qualquer agéncia
reguladora, como ANVISA e IBAMA, a integracdo do uso de zebrafish em seus relatérios
regulatorios. Isto porque, embora seja um teste preditivo e bastante eficiente, algumas
adequacdes ainda sdo necessarias para sua harmonizacao e ampliagdo de uso (Hellfeld et al.,
2020).
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1.3.2. Acetilcolinesterase (AChE) como biomarcador de toxicidade em embrides de zebrafish
A acetilcolinesterase (AChE) é uma esterase do sistema colinérgico responsavel pela

hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Durante a sinapse colinérgica é liberado na
fenda sinaptica o neurotransmissor ACh pelo neurdnio pré-sinaptico. Por sua vez, a ACh se
liga a seus receptores colinérgicos (AChR), presentes nos neurbnios pdés-sinapticos, onde
desempenha sua funcdo propagando o estimulo nervoso. Na fenda sinaptica, a ACh é
prontamente hidrolisada pela AChE. Como resultado da hidrélise da ACh séo gerados dois
produtos, o acido acético e colina, que é posteriormente recaptada pelo neurénio pré-sinaptico
para a sintese de novas moléculas de ACh. Desta forma, a reacéo catalitica da AChE permite
o0 retorno do neurdnio colinérgico ao estado de repouso ap0s a sua ativacao (Araujo et al.,
2016).

A AChE esta distribuida em todo o sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso
periférico (SNP) e esta presente em hemacias (Araujo et al., 2016). A inibicdo da AChE leva
ao acumulo do neurotransmissor ACh na fenda sinéptica, atingindo concentracdes toxicas e
causando hiperestimulacéo dos receptores e um bloqueio na despolarizagdo dos receptores da
juncdo neuromuscular no neurénio pés-sinaptico (Fukuto, 1990) e, portanto, a ativacdo da
transducdo de sinal através das sinapses colinérgicas (Fulton et al., 2001; Russom et al.,
2014). Esse processo pode levar a varios efeitos toxicos, tais como miose, hipersecrecoes,
depressdo respiratoria, convulsdes e, em alguns casos, morte. Este mecanismo de agao toxico
é classicamente observado nas intoxicagdes por praguicidas organofosforados, carbamatos e
alguns piretroides (Fulton et al., 2001; Russom et al. 2014; Parlak et al., 2018), resultante da
inibicdo da AChE pela fosforilacdo de um residuo catalitico de serina (Fukuto, 1990).

A acetilcolinesterase é um importante biomarcador para a avaliacdo da toxicidade de
contaminantes ambientais (Rico et al., 2006; Senger et al., 2006). O zebrafish tem sido
utilizado como modelo vertebrado experimental para o estudo da neurotoxicidade dos
contaminantes, como metais pesados e praguicidas, que podem envolver a atividade da AChE
(Senger et al., 2006; Kuster et al., 2007).

Em contraste com mamiferos, que possuem além do gene para AChE (ACHE,
localizado no cromossomo 7g22) um outro gene para a enzima butirilcolinesterase (BChE),
cuja atividade catalitica é semelhante ao da AChE, este pequeno teledsteo possui apenas o
gene para a AChE (ache, cromossomo 7), responsavel por toda a degradacdo da ACh. Além
de bem conservado em zebrafish, este mesmo gene apresenta de 60% a 80% de similaridade
com 0s genes responsaveis pela codificagdo da mesma esterase encontrada em mamiferos

(Bertrand et al. 2001), fomentando a utilizagdo do zebrafish como um organismo modelo
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biomarcador de ecotoxicidade para andlise da atividade da AChE. A expressdo da AChE é
detectada em todos os estagios de desenvolvimento do zebrafish, até mesmo antes das funcbes
sinapticas (Bertrand et al., 2001; Russom et al. 2014). No entanto, a avaliacdo da atividade
desta esterase é possivel de ser realizada, por exemplo, logo no periodo que compreende a
formacéo de 5 a 7 somitos do desenvolvimento embrionario (Behra et al. 2002; Bertrand et al.
2001).

Em 1961, Ellman et al. (1961) desenvolveram um método colorimétrico rapido para a
determinacdo da atividade da AChE em amostras biologicas. O principio do método consiste
na medicdo da taxa de producdo de tiocolina a partir da hidrdlise da Acetiltiocolina pela
AChE. Isso é realizado pela reacéo continua do tiol com o ion 5-5-ditiobis-2-nitrobenzoato
para produzir o anion amarelo do acido 5 tio-2-nitro-benzdico. A taxa de producédo de cor é
entdo medida em um fotbmetro. A reacdo com o tiol tem se mostrado suficientemente rapida
para ndo ser limitante da taxa na medicdo da enzima e nas concentracfes usadas nao inibe a

hidrélise enzimatica (Araujo et al., 2016).

2 OBJETIVOS
Esse projeto propde a avaliacdo da embriotoxicidade induzida pelos contaminantes de

preocupacdo emergentes triclopir e decametilciclopentasiloxano (D5), utilizando o zebrafish

como organismo modelo. Para tanto, sdo propostos especificamente 0s seguintes objetivos:

v Avaliar se a exposicdo ao D5 ou ao triclopir provoca alteracbes no desenvolvimento
embrionario e larval do zebrafish;
v Avaliar se a exposicdo ao D5 ou ao triclopir causa neurotoxicidade em larvas de

zebrafish.
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Toxicidade dos contaminantes de preocupacao emergente decametilciclopentasiloxano e
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1 INTRODUCAO

Contaminantes de preocupacao emergente (CPEs) é uma classe de contaminantes ou
poluentes que tem recebido atencdo consideravel devido a sua ampla ocorréncia no meio
ambiente e sua toxicidade potencial (GONZALEZ-RUBIO et al., 2021). Por definicdo, CPEs
sdo0 materiais ou compostos quimicos de origem sintética como praguicidas, produtos de
cuidado pessoal (PCPs), retardantes de chamas, corantes sintéticos ou de origem natural,
incluindo genes resistentes de microrganismos e algas toxicas. A emergéncia em relacdo a
esses contaminantes esté ligada ao conhecimento toxicoldgico limitado e por reprentarem uma
ameaca real ou potencial para a saide humana e ou para o ambiente (GEISSEN et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014; POYNTON, ROBINSON, 2018), o que impulsiona a nescessidade
de pesquisa para a melhor compreencdo dos seus mecanismos de toxicidade e efeitos
decorrentes da exposicdo (PEREIRA et al., 2015; GEISSEN et al., 2015; UNEP, 2017;
TAHERAN et al., 2018). A maioria dos efeitos de CPEs na salde humana e no ecossistema
sdo desconhecidos. Contudo, ja foi demonstrado que, mesmo uma exposicdo muito baixa a
certos CPEs pode resultar em impactos a sistemas biolégicos (RAGHAV et al., 2013).

Além de auxiliar no controle de pragas que afetam a produtividade agricola
(JESCHKE, 2016), alguns praguicidas tém figurado como CPEs. O triclopir é um herbicida
de pré-emergéncia (Figura 1A), mimetizador do hormonio auxina, comumente utilizado para
0 controle de plantas infestantes em plantagdes de milho, arroz, soja, trigo e pastagens
(ANVISA, 2020). No Brasil, s6 em 2019, seu consumo como principio ativo (triclopir
butotilico) foi de 1.926,89 toneladas em todo o pais (IBAMA, 2019). Como resultado de seu

uso volumoso, processo de lixiviagdo, descarte incorreto e, consequentemente, frequente
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deteccdo no meio ambiente, o triclopir passou a ser considerado um CPE (RICHARDSON,
KIMURA, 2016).

Entre os danos induzidos pela exposi¢cdo ao triclopir podemos citar neurotoxicidade,
observada pela diminuicdo de viabilidade de células neuronais priméarias de camundongos
C57BL/6 (REDDY et al., 2011). Ainda, de acordo com Reddy et al. (2011), também foi
observada diminuicdo na expressdo de mRNA de genes neuroprotetores (peroxiredoxinas) e
genes da cadeia de transporte de elétrons (CTE), codificados pela mitocdndria, em células de
neuroblastoma de camundongo (N2a) expostas ao triclopir (3 mM por 48 horas),
evidenciando a ocorréncia de danos mitocondriais (REDDY et al., 2011). Kreutzweiser et al.
(1994) mostraram que ha chance significativa de efeitos letais agudos em peixes expostos a
residuos de triclopir por mais de seis horas de exposicdo. Além disso, efeitos subletais como
desorientacao, tosse, alargamento das superficies das guelras foram observados em truta arco-
iris e salmao rei expostos a 30 e 120 pg/L por um curto periodo (1 e 3 dias) (Kreutzweiser et
al., 1994). Também, j& foi evidenciada, atraves do ensaio do cometa, sua genotoxicidade em
peixes (Anguilla anguilla L.), provocada tanto pela formulacio comercial Garlon®, quanto
pelo principio ativo como triclopir em forma de acido (GUILHERME et al., 2015).

O decametilciclopentasiloxano (D5) € um siloxano ciclico (Figura 1B), incolor,
volatil, amplamente usado em uma variedade de PCPs, incluindo shampoos, condicionadores,
cremes para a pele, cosméticos e desodorantes, além do uso industrial, em produtos
eletrobnicos, materiais de construcdo, embalagens para alimentos, produtos de salde e
produtos farmacéuticos (WANG et al., 2013; FLIEDNER et al., 2020). Em formulacdes de
PCPs, o D5 confere a tais produtos caracteristicas como suavidade e viscosidade por longos
periodos, 0 que o torna atrativo comercialmente e, consequentemente, o mais produzido
dentre esse grupo quimico (WANG et al., 2013). Desde sua deteccdo cada vez mais frequente
no meio ambiente, atribuido ao uso generalizado e descarte continuo de PCPs, principalmente
através de efluentes domiciliares (MACKAY et al., 2015; FLIEDNER et al., 2020), o D5
tornou-se alvo de consideravel interesse cientifico e regulatdrio (MACKAY et al., 2015).
Suplementarmente, associado a sua baixa solubilidade em agua (17 pg/L), alto coeficiente de
particdo octanol-agua (log Kow 8,09) e elevado Fator de Bioconcentracdo (BCF) (7060)
(SAHLIN, AGERSTRAND, 2018), que excede aqueles valores aceitaveis relacionados a
biocumulacdo estabelecidos pelas normas REACH (2000-5000) (ECHA, 2017), este
composto também foi elencado como um CPE (RICHARDSON, KIMURA, 2016). De fato,
estudos apontam um importante potencial de biomagnificacdo do D5 através da cadeia trofica
de organismos aquaticos (XUE, JIA, XUE, 2019; CUI et al., 2019). No contexto regulatorio,
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visto seu potencial de persisténcia no meio ambiente e bioacumulagcdo em vérios niveis
troficos, o D5 junto a outro siloxano, D4, passou a ter seu uso restringido em toda a Uniéo
Europeia em janeiro de 2020 (DIRECTIVE35/2018/EU, 2018), como uma alternativa a
minimizar seu impacto a longo prazo no ambiente.

Em relacdo a sua toxicidade, em ratos o D5 foi capaz de induzir danos hepaticos
(aumento do peso do figado), pulmonares (aumento do peso pulmonar, inflamagdo da
submucosa no pulmao, proliferacdo de células caliciformes) e até mesmo aumento na
incidéncia de adenocarcinoma uterino apos exposicoes repetidas (DEKANT, KLAUNING,
2016). Em embrides e larvas de zebrafish expostas por até 14 dias, concentracGes de 1nM e 1
fM o D5 também provocaram taxas significativas de mortalidade, alteragdes comportamentais
ligadas ao stress e respostas reduzidas de sobressalto (WIEGAND, 2019). Efeitos como
reducdo no desenvolvimento em larvas de mosquitos e diminuicdo da sobrevivéncia de
vermes de adgua doce foram relatados para concentragdes ambientais de D5 (160 pg/g e 1.272
ug/g, respectivamente) (WANG et al., 2013). Outro estudo de toxicidade com D5 também
apontou que em pequenas concentracdes (209 mg/Kg a 4054 mg/Kg) o composto foi capaz de
causar 50% de inibicdo da reproducdo em organismos artropodes terrestres (colémbolo ou
springtail) e plantas (cevada) (VELICOGNA et al., 2012). Em adicdo, nenhum estudo revelou
potencial de genotoxicidade para o D5.

Enquanto algumas agéncias internacionais de regulacdo e registro de substancias
quimicas tém restringido e até mesmo proibido o uso desses dois CPEs (RICHARDSON,
KIMURA, 2016; DIRECTIVE2018/35, 2018), em paises como o Brasil ndo ha programas ou
0 monitoramento continuo dos residuos desses produtos, assim como a avaliagdo do seu
potencial risco a saude ambiental. Por esta razdo, mesmo baixas concentracdes no meio
ambiente devem ser consideradas.

Apresentando 70% de homologia ao genoma humano (HOWE et al., 2013), o
zebrafish (Danio rerio) tem emergido como um modelo experimental preditivo de alto
rendimento (HORZMANN, FREEMAN, 2018; TEAME et al., 2019). O pequeno tamanho,
alta taxa reprodutiva, desenvolvimento rapido e semelhante ao de mamiferos superiores
(KIMMEL et al., 1995), além do baixo custo de manutencdo e pequena ocupacao espacial,
guando comparado a modelos de mamiferos, como roedores e cdes, sdo caracteristicas
vantajosas deste modelo de peixe teledsteo para a conducdo de estudos toxicoldgicos
(GARCIA et al., 2016; PADILLA, GLABERMAN, 2020). Praguicidas (GONCALVES et al.,
2020), PCPs (TORRES et al., 2016), farmacos (NOWAKOWSKA et al., 2020), metais
pesados (LEFAUVE et al., 2017), corantes (de OLIVEIRA et al., 2016) e nanomateriais
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(PEREIRA et al., 2019) séo exemplos de compostos, alguns considerados CPEs, que tiveram
sua toxicidade avaliada em embrides de zebrafish de acordo com protocolos experimentais
internacionalmente validados, como o Fish Embryo Toxicity (FET) test, um método
alternativo ao uso de peixes adultos (OECD, 2013). De forma complementar, os testes de
toxicidade durante as janelas criticas iniciais do desenvolvimento de peixes sdo usados para
avaliar as respostas de todo o organismo e os resultados desses ensaios de curto prazo sao
frequentemente usados para prever a toxicidade aguda para estagios de desenvolvimento
juvenil, adulto e mais tardios (BRAUNBECK et al., 2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do desenvolvimento de
embrides e larvas de zebrafish expostos aos CPEs triclopir e decametilciclopentasiloxano, a

fim de predizer o impacto real destes contaminantes a organismos aquaticos néo alvo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Estratégia de estudo
Com o objetivo de avaliar os efeitos letais e subletais dos CPEs, D5 e triclopir no

desenvolvimento do zebrafish, nossa estratégia foi expor embrides de peixes a concentracdes
que foram detectadas no meio ambiente. Primeiramente, determinamos a CL50 (concentracdo
letal 50%) Concentracdo Efetiva 50% (CE50) em 96 e 144 horas de cada CPE. O indice de
Teratogenicidade (IT), também foi calculado para os compostos avaliados. Em seguida,
avaliamos os efeitos subletais induzidos pelos CPEs em um periodo de até 144 horas. De
forma complementar, analisamos o potencial dos CPEs em induzirem neurotoxicidade em

larvas de zebrafish em 96 horas de exposicao.

2.2 Substancias quimicas
Solucbes padrées de Decametilciclopentasiloxano (D5) (CAS: 541-02-6, pureza

297%) e Triclopir (CAS: 55335-06-3, pureza 99,9%) foram adquiridos de Sigma-Aldrich. As
solucBes estoques de D5 e triclopir foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e mistura
de DMSO com Tween20®, respectivamente. Todas as solugdes foram posteriormente diluidas
em meio embrionario Agua 1SO (2 mM CaClz, 0,5 mM MgSOa, 0,75 mM NaHCOs, 0,07 mM
KCI) para as concentracdes testadas (0,01% DMSO). Agua ISO e DMSO 0,01% em meio
embrionario foram usados como controles negativos e controle de solvente. Para o controle
positivo utilizamos 4,0 mg/L 3,4-dicloroanilina (DCA, CAS: 95-76-1, 98% de pureza, Sigma-
Aldrich) como descrito pelo protocolo OECD TG236.
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2.3 Peixes
As matrizes utilizadas para obtencdo dos ovos foram fornecidas pelo biotério de

zebrafish da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB). Os animais machos e fémeas foram
mantidos em aquarios de vidro (6 Litros) sob condi¢Ges controladas. Sendo assim,
temperatura a 26x1 °C, pH 7,5 £ 0,5, oxigénio dissolvido a 95% de saturacéo, condutividade
750 + 50 ps/cm, iluminacdo variando 14 horas claro e 10 horas escuro. Os animais foram
alimentados trés vezes ao dia com Maramar® Tropical Granules, Alcon® Ragéo de Spirulina e
Maramar® e Ovos de Artémia de alta eclosdo uma vez ao dia.

Para a obtencdo dos ovos, 0s animais machos e fémeas permaneceram separados no
aquario de desova até a manha do dia seguinte. Na manha seguinte, as 9 horas, a separaco
dos aquarios foi removida e, com o estimulo da luz, foi iniciado o acasalamento para a
obtencdo dos embrides de zebrafish. Os ovos foram coletados aproximadamente 40 minutos
apos a desova usando peneiras com poros de 0,6 um? e lavados com agua destilada para a
remocéo de impurezas. Os ovos foram transferidos para placas de Petri contendo Agua ISO.
A selecdo dos ovos viaveis (fecundados) foi feita com o auxilio de um microscopio invertido
(Motic®, AE2000). Os ovos nio fecundados, coagulados ou inviaveis, foram descartados em
microtubos de acordo com as Boas Préticas em Laboratorio (BPL) e diretriz do CONCEA
(9.7.8.5.2, 2018). Os ovos fecundados e saudéveis, ainda na fase de clivagem, foram

admitidos para o ensaio de embriotoxicidade.

2.4 Toxicidade aguda em embrido de peixe (FET test)
O teste de toxicidade aguda em embrides e larvas de zebrafish foi conduzido de

acordo com o protocolo do Fish Embryo Toxicity (FET) test (TG 236, 2013) da Organizacgéo
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD), Nagel (2002) e Kimmel et al.
(1995).

Para o teste FET foram utilizados 20 embrides de zebrafish por concentragéo testada
de cada substancia, incluindo controle negativo (Agua 1SO), positivo (DCA 24 M) e controle
de solvente. Os embriGes foram distribuidos em placas estéreis de 24 pocos. As concentracdes
utilizadas para o teste FET foram de 0,5, 1, 5, 10, 100 e 500 pmol/L para D5 e de 0,5, 1, 5, 10,
50 e 100 umol/L para triclopir e 4 pogos contendo apenas agua ISO como controle interno. O
ensaio FET test foi realizado em triplicata (n = 3) com ensaios independentes.

Os embrides foram acompanhados e avaliados inicialmente no periodo de 8, 24, 48,
96, 120 e 144 horas pdés-fertilizacdo (hpf) sob um microscépio invertido (Motic, AE2000). O
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ensaio FET foi estendido para analisar até 144 hpf em vez de 96 hpf como descrito pelo
protocolo OECD TG236. Assim, foi possivel a observacdo de desfechos que normalmente
ndo seriam observadas dentro de 96 horas. A Concentracdo Letal de 50% (CL50) e
Concentracdo Efetiva de 50% (CE50) de cada substancia foram determinadas apds 96 e 144
horas, posteriormente as classificamos de acordo com o Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos - GHS (GHS, 2019).

Para a comparacdo com 0s organismos tratados utilizamos como referéncia a descricao
do desenvolvimento normal de zebrafish por Kimmel et al. (1995). Além dos quatro
parametros (1) coagulacdo dos ovos, (2) auséncia de somitos, (3) ndo desprendimento da
cauda e (4) auséncia de batimento cardiaco em embrides e larvas de zebrafish, foram adotados
parametros adicionais, descritos por Nagel (2002), categorizados em: subletalidade (conclusao
da gastrula, formacdo de somitos, edema de saco vitelinico, edema de pericardio, absorcao
anormal de saco vitelinico, alteracdo do batimento cardiaco/circulagdo sanguinea,
movimentacdo espontanea, desenvolvimento de cabeca e olhos, alteragdes de pigmentacao e
bexiga natatdria ndo inflada) e teratogenicidade (escoliose, cauda curva, cauda encurtada,
comprimento de cauda, crescimento retardado, malformacéo de cabeca e olhos, deformacéo
de notocorda). Imagens dos embriGes e larvas em diferentes momentos pds-fertilizagdo foram
capturadas por uma camera digital (Olympus MV X10).

Ao final do ensaio de embriotoxicidade, as larvas sobreviventes foram eutanasiadas
por imersdo em agua com gelo (0°C a 4°C) por 20 minutos, conforme Resolucdo Normativa
N° 37, de 15 de fevereiro de 2018 (9.7.8.5.2, 2018), do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA).
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2.5 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE)
Um pool de 30 larvas por concentragdo de tratamento apds 96 hpf foi utilizado para

realizar a medicdo da atividade da AChE. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), adaptado para placa 96 pocos. A avaliacdo da atividade
da AChE foi realizada de acordo com o método de Ellman et al. (1961), também adaptado
para placa de 96 pocos. Como controle positivo foi utilizado o organofosforado Diclorvos
(CAS: 62-73-7, pureza 98,9%) a 50 umol/L. A atividade da AChE foi analisada adicionando a
50 pL de amostra 250 pL da solucdo de reacéo, contendo tampéo fosfato de sddio 0,1 M (pH
7,2), solucdo de 5,5’-ditiobis(2-acido nitrobenzdico) (DTNB) (4,7 mM) e NaHCO3z em tampéo
fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,2), e solucdo de iodeto de acetiltiocolina (0,075 M) em agua
ultrapura. O aumento em absorbéncia foi medido em triplicatas a 414 nm por 10 min a 37°C
usando um leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader, BioTek
(Winooski, Vermont, U.S.A). A atividade enzimatica foi expressa em nmol de acetiltiocolina
hidrolisada por minuto por mg de proteina e para célculos foi usado o coeficiente de extin¢do
molar de 13,6x10° M~ tcm™.

2.6 Analise estatistica
Para analisar se houve diferengas significativas entre os tratamentos e seu respectivo

controle foi feita a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de Dunnet. As
analises foram feitas por meio do software GraphPad Prism versdo 8.0.2. (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Os resultados com p<0,05 (*) foram considerados
estatisticamente significativos. Os céalculos para a obtencdo dos valores da CLso e CEso dos
dois contaminantes, D5 e triclopir, foram realizados utilizando o método estatistico de
Trimmed Spearman-Karber (TSK) (Hamilton et al., 1977).

2.7 Aspectos Eticos
Todos os experimentos realizados neste estudo foram previamente analisados e

aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de
Botucatu, sob o certificado n® 1300/2019.
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3 RESULTADOS
3.1 Ensaio de embriotoxicidade (FET test)
Durante as 144 horas de teste, os organismos dos grupos controle negativo e controle

de solvente (DMSO 0,01%) apresentaram desenvolvimento normal conforme descrito por
Kimmel et al. (1995). No controle positivo, a exposi¢do a 4,0 mg/L de 3,4-dicloroanilina
resultou em mortalidade de embrides e larvas superior a 30% em até 96 hpf, o que valida a
eficacia do nosso teste de acordo com o protocolo OECD TG 236.

Embora os desfechos auséncia de somitos, ndo desprendimento da cauda e outros
propostos por Nagel (2002) ndo tenham sido observados, foi possivel observar ovos
coagulados, auséncia de batimento cardiaco, edema de pericardio, edema de saco vitelinico e
ndo inflagdo da bexiga natatdria, durante a exposicdo a cada um dos dois contaminantes.
Desta forma, destacamos os efeitos observados nos organismos expostos aos dois
contaminantes triclopir e D5 nos quadros 4 e 5, respectivamente.

Os efeitos subletais e teratogénicos observados nos grupos tratados com D5 e triclopir
estdo destacados nas Figuras 3 e 4, respectivamente. As micrografias referentes a exposi¢édo
ao D5 nas concentracdes de 1, 10, 100 e 500 pmol/L nos mostram efeitos subletais como
edema de pericardio e ndo inflacdo da bexiga natatdria e a ndo eclosao dos ovos em até 96 hpf
(Figura 1). A exposicdo ao triclopir esteve associada a edemas de pericardio e de saco
vitelinico, ndo inflacdo da bexiga natatoria, e ndo eclosdo de ovos nas concentracdes de 0,5
até 50 pmol/L, e escoliose em 50 upmol/L, evidenciados até 120hpf (Figura 2).
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Figura 1. Efeitos observados na exposi¢do ao D5 por 96hpf.

Controle negativo 1 pmol/L 10 pmol/L 100 pmol/L 500 pmol/L

48 hpf

72 hpf

96 hpf

Legenda: Micrografias com os efeitos observados em embrides e larvas de zebrafish expostos ao D5 por até 96 hpf. (Aumento de 1,6x para larvas e 2x para embrides em microscopio
Olympus MV X10). As alteracdes observadas foram registradas apds 48, 72 e 96 horas pds fertilizacdo (hpf) de acordo com as concentragdes de exposicao. Os embrifes
apresentaram edema de pericardio (EP); edema de saco vitelinico (ESV); ndo liberagdo do corion (C); bexiga nédo inflada (BNI). As fotos séo representativas de 6n experimentais
independentes.
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Figura 2. Efeitos observados na exposi¢éo ao triclopir por 96hpf.
Controle negativo 0,5 pmol/LL 1 pmol/L 5 pmol/L 10 pmol/L 50 pmol/LL

48 hpf

72 hpf

96 hpf

120 hpf
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Legenda: Micrografia com os efeitos observados em embrides e larvas de zebrafish expostos ao triclopir por até 120 hpf. (Aumento de 1,6x para larvas e 2x para embrides em
microscépio Olympus MV X10). As alteracdes observadas foram registradas apos 48, 72, 96 e 120 hpf de acordo com as concentragOes de exposicdo. Os embrides e larvas
apresentaram edema de pericardio (EP), edema de saco vitelinico (ESV); bexiga natatoria ndo inflada (BNI1); escoliose (ESC). As fotos sdo representativas de 5n experimentais
independentes.
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Embora a taxa de ovos coagulados observada em embrides expostos ao contaminante
D5 néo tenha sido significativa quando comparada ao controle negativo, ovos coagulados
foram observados ja nas menores concentragdes (0,5; 5 e 10 pumol/L) logo em 8 hpf,
indicando mortalidade dos embrides (Figura 3A). Para o controle positivo, foi observada
mortalidade superior a 30% dentro de 96 hpf, como esperado de acordo com a OECD TG
236, 2013. Em contraste com o D5, o triclopir apresentou maior frequéncia de ovos
coagulados. Mortalidade de 100% foi observada em embrides expostos a 100 pmol/L de

triclopir em apenas 8 horas de exposicéo (Figura 3B).

Figura 3. Ovos de zebrafish coagulados.

Legenda: Ovos de zebrafish coagulados expostos a D5 (A) e triclopir (B) em 8 hpf.

Fonte: Proprio autor.
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A Figura 4 mostra também que a exposi¢do ao D5 em todas as concentracfes por até
144 horas ndo foi capaz de induzir mortalidade (ovos coagulados) de forma significativa
quando comparada ao controle negativo. Por outro lado, a exposi¢éo ao herbicida triclopir nas
concentracdes de 10, 50 e 100 pmol/L apresentou mortalidade significativa de 24 a 144 hpf
(Figura 5).

Figura 4. Mortalidade de embrides por D5.
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[ Controle
KN DMSO 0,01%
7 E= DCA (4 mg/L)
g 151 0.5 pmol/L
© 1 pmol/L
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2 B 10 pmol/L
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3 17 Bl 500 pmol/L
OE/ * * * *
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N aég r aE il ﬁE fili ﬁE fili ﬁE fils ﬁE fili ﬂlE fili

Tempo de exposi¢ao

Legenda: Representagdo grafica da mortalidade de embribes e larvas de zebrafish, expressa pela propor¢éo de
ovos coagulados e auséncia de batimentos cardiacos por concentracéo e tempo de exposi¢do ao D5. A proporgao
de ovos coagulados e auséncia de batimentos cardiacos por tempo e concentragdo esta representada por
diferentes escalas de cinza. A mortalidade dos organismos expostos foi significativa (p<0,05) em relacéo ao
controle quando indicado com (*).
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Figura 5. Mortalidade de embriBes por triclopir.

* * * * * * *
201 Controle

DMSO+Tween 20
DCA (4 mg/L)

0,5 pmol/L

154 1 mol/L

5p@mol/L
10 mmol/L

50 pmol/L

100 pumol/L

Dg0

10+

Mortalidade (n° de embrides e larvas)

Tempo de exposi¢éo

Legenda: Representagdo grafica da mortalidade de embrides e larvas de zebrafish, expressa pela proporg¢éo de
ovos coagulados e auséncia de batimentos cardiacos por concentragéo e tempo de exposicédo ao triclopir. A
proporgdo de ovos coagulados e auséncia de batimentos cardiacos por tempo e concentracdo esta representada
por diferentes escalas de cinza. A mortalidade dos organismos expostos foi significativa (p<0,05) em relagdo ao
controle quando indicado com (*).
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Né&o foram observados efeitos adversos sobre a eclosdo de ovos de zebrafish expostos
ao D5 em relacéo ao grupo controle negativo para este parametro (Figura 6). Em 72, 96, 120 e
144 hpf as taxas de ovos eclodidos nos grupos tratados 0,5; 1; 5 e 10 pumol/L com triclopir
foram semelhantes ao controle negativo. No entanto, o grupo tratado com 50 pumol/L de
triclopir apresentou uma diminuicéo significativa de 24% mantendo-se neste nivel de reducéo
entre 72 e 144 hpf (Figura 7). A representacdo grafica dos ovos eclodidos no grupo exposto a
100 umol/L de triclopir ndo foi expressa, devido a mortalidade total, verificada ja em 8 hpf.

Controle

Figura 6. Taxa de ovos eclodidos expostos ao D5.
201 = a 2
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Legenda: Efeito na taxa de eclosdo de ovos de zebrafish apos exposicdo ao D5 em relagdo ao tempo de
exposi¢do. A proporcdo de ovos eclodidos por tempo e concentracdo esté representada por diferentes escalas de
cinza. A diminuig8o na taxa de eclosdo dos ovos foi significativa (p<0,05) em relagéo ao controle quando
indicado com (*).
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Figura 7. Taxa de ovos eclodidos expostos ao triclopir.
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Legenda: Efeito na taxa de eclosdo de ovos de zebrafish ap6s exposicao ao triclopir em relagéo ao tempo de
exposi¢do. A proporcdo de ovos eclodidos por tempo e concentracdo esta representada por diferentes escalas de
cinza. A diminui¢do na taxa de eclosdo dos ovos foi significativa (p<0,05) em relagdo ao controle quando
indicado com (*).
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A inducdo de edema, efeito subletal, pode ser observada também no pericardio dos
embrides e larvas de zebrafish. Os organismos expostos ao D5 ndo apresentaram edema de
pericardio de forma significativa, em relacdo ao grupo controle negativo (Figura 8). No
entanto, a incidéncia deste mesmo efeito apresentou aumento significativo na concentracao de

50 umol/L, em larvas expostas ao triclopir a partir de 72 até 144 hpf (Figura 9).

Figura 8. Taxa de edema de pericardio em embriGes e larvas de zebrafish expostos ao D5.
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Legenda: Representacdo grafica da taxa de edema de pericardio em embrides e larvas de zebrafish por
concentracdo e tempo de exposicdo ao D5. A incidéncia de edema de pericardio por tempo e concentragdo esta
representada por diferentes escalas de cinza. A incidéncia de edema de pericardio foi significativa (p<0,05) em

relagdo ao controle quando indicado com (*).
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Figura 9. Taxa de edema de pericardio em embrides e larvas de zebrafish expostos ao triclopir.
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Legenda: Representacdo gréfica da taxa de edema de pericardio em embriGes e larvas de zebrafish por
concentracdo e tempo de exposicdo ao triclopir. A propor¢do de edema de pericardio por tempo e concentragéo
esta representada por diferentes escalas de cinza. O aumento da incidéncia de edema de pericardio foi
significativo (p<0,05) em relagdo ao controle quando indicado com (*).
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A taxa de edema de saco vitelinico ndo mostrou diferenca significativa nos grupos

tratados com D5 e triclopir quando comparada a do controle negativo apés 144hpf (Figuras 10

e 11, respectivamente).

Taxa de edema de saco vitelinico (n° embriGes e larvas)

Figura 10. Taxa de edema de saco vitelinico em embrides e larvas de zebrafish expostos ao D5.
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Legenda: Representagdo grafica da taxa de edema de saco vitelinico de embrides e larvas de zebrafish por
concentracdo e tempo de exposicdo ao D5. A proporgdo de saco vitelinico com edema por tempo e concentragdo
esta representada por diferentes escalas de cinza. A incidéncia de edema de saco vitelinico foi significativa
(p<0,05) em relagdo ao controle quando indicado com (*).



Figura 11. Taxa de edema de saco vitelinico em embrides e larvas de zebrafish expostos ao triclopir.
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Legenda: Representagdo grafica da taxa de edema de saco vitelinico de embrides e larvas de zebrafish por
concentragdo e tempo de exposicéo ao triclopir. A proporgao de saco vitelinico com edema por tempo e
concentracao esta representada por diferentes escalas de cinza. A incidéncia de edema de saco vitelinico foi
significativa (p<0,05) em relacéo ao controle quando indicado com (*).
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Na sequéncia, avaliamos o tempo de inflacdo da bexiga natatoria. Os grupos controle
negativo e solvente (DMSO 0,01%), apresentaram inflacdo normal da bexiga natatéria entre
96 e 144 hpf. Da mesma forma, ndo foram observadas alteracdes significativas em relacéo a
bexiga natatdria nos grupos expostos ao D5 (Figura 12). Por outro lado, a exposicdo dos
organismos a 1, 10 e 50 umol/L de triclopir associou-se a atraso significativo na inflacdo da
bexiga natatdria, registrado em 96 hpf. Entretanto, quando as larvas alcancaram 120 ou 144
hpf, esse atraso s6 se manteve significativo na concentracdo de 50 pumol/L (Figura 13).
Quanto ao controle positivo, nenhuma larva apresentou inflacdo da bexiga natatéria até o

término do teste (dados ndo demonstrados).

Figura 12. Taxa de inflagdo da bexiga natatoria em larvas de zebrafish expostos ao D5.
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Legenda: Representacdo grafica da taxa de bexiga natatoria inflada em larvas de zebrafish expostas a D5. A
proporcdo de bexiga natatdria inflada por tempo e concentracéo esta representada por diferentes escalas de cinza.
A néo inflagdo da bexiga natatdria foi estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao controle quando
indicado com (*).
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Figura 13. Taxa de inflagdo da bexiga natatéria em larvas de zebrafish expostos ao triclopir.
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Legenda: Representacdo grafica da taxa de bexiga natatoria inflada em larvas de zebrafish por tempo de
exposi¢do ao triclopir. A proporg¢do de bexiga natatdria inflada por tempo e concentragdo esta representada por
diferentes escalas de cinza. A ndo inflagdo da bexiga natatoria foi significativa (p<0,05) em relagdo ao controle

quando indicado com (*).

A escoliose, efeito classificado como teratogénico, ndo foi observada nos grupos
expostos ao D5. No entanto, foi observada escoliose nos organismos expostos ao triclopir, nas

concentracdes de 10 e 50 pumol/L de 24 até 144 hpf (dados ndo demonstrados).
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Ao final de 144 hpf, o comprimento das larvas foi medido com o software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Apenas as larvas expostas ao D5
na concentragdo de 500 pmol/L mostraram comprimento reduzido de forma significativa
(p<0,05) quando comparado ao controle negativo (Figura 14). Por outro lado, as larvas
expostas ao triclopir, em todas as concentracdes, mostraram tamanho reduzido

significativamente (p<0,05) comparado ao grupo controle negativo (Figura 15).

Figura 14. Comprimento de larvas de zebrafish expostas ao D5 por 144hpf.
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Legenda: Representacdo grafica do comprimento de larvas expostos as concentracdes testadas de D5 por até 144
hpf. O comprimento larval por concentragdo de exposicao esta representado por diferentes escalas de cinza. O
comprimento das larvas dos grupos tratados foi significativamente menor (p<0,05) em relacdo ao controle
quando indicado com (*).
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Figura 15. Comprimento de larvas de zebrafish expostas ao triclopir por 144hpf.
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Legenda: Representacdo gréafica do comprimento de larvas expostos as concentracfes testadas de triclopir por até
144 hpf. O comprimento larval por concentracdo de exposi¢do esta representado por diferentes escalas de cinza.
O comprimento das larvas dos grupos tratados foi significativamente menor (p<0,05) em relacéo ao controle
quando indicado com (*).

A determinacdo dos indicadores de toxicidade foi baseada nos efeitos observados
durante o ensaio FET e calculados através do método de TSK. Desta forma, determinamos a
CL50-g6hpt 50,07 pmol/L, e CL50-144npt 47,74 pmol/L para triclopir, de acordo com a
mortalidade cumulativa observada (ovo coagulado e auséncia de batimento cardiaco). A CE50
38,77 para triclopir foi determinada de acordo com os efeitos induzidos a partir da exposigao.
Em contraste, os valores de CL50gs.144npt para D5 ndo puderam ser determinados devido a
falta de mortalidade até a concentracdo mais alta testada (2 mM/L). Outros estudos com D5
em peixes também ndo relataram efeitos sobre a sobrevivéncia em concentragdes de
exposicdo ateé sua solubilidade em agua (17 pg/L) (PARROT et al., 2013). Desta forma, o
valor de CES50, baseado nas alteracbes observadas, também ndo pode ser determinado.
Adicionalmente, calculamos o IT baseado no ensaio FETAX para dimensionar o potencial
teratogénico do triclopir. Este indice foi obtido dividindo a CL50 (mortalidade) pela CE50

(malformac6es), assim:

CL50/CE50=1T
50,07 umol/L /38,77 umol/L = 1,29
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O ponto de corte de IT = 1,5 é estabelecido para classificar as substancias em
teratogénicas (IT>1,5), ou ndo teratogénicas (IT<1,5) para as espécies expostas (ASTM, 2012;
Bantle et al., 1996). O valor do IT obtido de 1,29 indica que o triclopir ndo é um composto

teratogénico.

3.2. Atividade da Acetilcolinesterase
Neste estudo avaliamos a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de

zebrafish em 96hpf. Nenhum dos grupos tratados com ambos 0s compostos mostraram
resultados significativos em relagcdo ao grupo controle negativo. Os resultados da atividade de
AChE dos grupos tratados com D5 e triclopir estdo representados pelas Figuras 16 e 17,

respectivamente.

Figura 16. Atividade da AChE de embrides e larvas expostos ao D5.
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Legenda: Atividade de acetilcolinesterase em 96hpf decorrente a exposi¢do ao D5. A atividade da AChE foi
determinada em nmol por minutos por miligrama de proteina. Consideramos valores significativos (p<0,05) em
relacdo ao controle quando indicado com (*).
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Figura 17. Atividade da AChE de embrides e larvas expostos ao triclopir.
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Legenda: Atividade de acetilcolinesterase em 96hpf decorrente a exposi¢do a triclopir. A atividade da AChE foi
determinada em nmol por minutos por miligrama de proteina. Consideramos valores significativos (p<0,05) em
relagdo ao controle quando indicado com (*).
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4. DISCUSSAO
Embora alguns estudos j& tenham avaliado a toxicidade do triclopir e D5 em peixes

(Juvenis e adultos), pouco foi explorado sobre os efeitos desses CPEs em fases iniciais do
desenvolvimento do zebrafish.

Ao final das 144 horas de exposicdo aos compostos, apenas as larvas de zebrafish
tratadas com triclopir apresentaram efeitos letais de forma significativa, além de
desenvolverem alteracGes subletais, incluindo edemas de saco vitelinico e de pericardio,
atraso na eclosdo, ndo inflacdo da bexiga natatoria. Esses efeitos representam respostas
generalizadas a toxicidade decorrente da exposi¢cdo aos contaminantes testados.

A toxicidade do triclopir para zebrafish foi determinada a 96 horas de exposigdo como
concentracdo letal CL5096h 13 mg/L (13 ppm). Essa toxicidade ja era esperada, pois 0 mesmo
composto apresentou valores de CL509en (entre 5.3 e 9.7 ppm) para cinco especies de
salmonideos juvenis do Pacifico (WAN et al., 1987), préximos ao determinado em nosso
estudo. Além disso, 0 a formulacdo de TBEE também apresentou toxicidade com CL50geh
0,1-10,0 ppm para salmonideos (USEPA, 1998). Ainda, baseado em sua CL5096h 13 mg/L, de
acordo com a classificacdo GHS (2019), o triclopir é considerado perigoso para 0 ambiente
aquatico (>10 mg/L, mas <100 mg/L). Em contraste, ndo foi observado efeitos letais de forma
significativa (comparado ao grupo controle negativo) em nenhum grupo tratado com D5,
durante o ensaio do FET test.

De acordo com a revisdo de Sahlin e Agerstrand (2018), nenhum dos estudos de
ecotoxicidade aquatica disponiveis mostraram efeitos adversos de exposi¢cbes ao D5,
proximos da sua solubilidade em agua (17 pg/L). Embora tenhamos exposto 0s organismos a
concentragOes acima deste valor de solubilidade, compreendendo concentragfes presentes no
ambiente (SAHLIN, AGERSTRAND, 2018), nossos resultados nio demonstraram de forma
significativa, a toxicidade do D5 na exposicdo aguda. Desta forma, devido a seu alto potencial
de bioacumulacdo (GOBAS et al., 2015), sugere-se que a abordagem da toxicidade cronica do
D5, seja levada em consideragéo.

Desde a fecundacdo, o corion fornece uma protecdo para o embrido do zebrafish,
contra agentes do ambiente externo, até o0 momento da eclosdo (KIMMEL et al., 1995). Esta
estrutura apresenta poros (aproximadamente 0,5 um de diametro), os quais permitem a
passagem de pequenas moléculas para o ambiente interno do ovo, favorecendo o contato
direto com o embrido. No entanto, 0s mesmos poros podem reter moléculas com tamanho >3
kDa (CHENG et al. 2007). Neste contexto, baseado nas caracteristicas fisico-quimicas (peso

molecular e log Kow) do D5 e do triclopir, podemos inferir que, houve a passagem, seguida do
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contato direto dos dois compostos com o embrido do zebrafish, o que resultou nos efeitos
observados em menos de 24hpf, antes mesmo da eclosdo (48-72hpf) (KIMMEL et al., 1995).

O atraso no processo de eclosdo dos ovos de zebrafish também foi observado. Apenas
0s embrides expostos ao herbicida triclopir, na concentracdo de 50 pumol/L, apresentaram uma
diminuicdo na taxa de eclosdo de 24% em 72 até 144hpf. De forma semelhante, uma
diminuicéo significativa na taxa de eclosdo também foi observada por Ahmad et al. (2020), na
exposicao a 39 umol/L de triclopir por 96 horas.

O processo de ecloséo é crucial no desenvolvimento do zebrafish. Este processo inclui
a acdo proteolitica da enzima ZHE1, a qual é inteiramente responsavel pela digestdo interna
do corion, e pela forga mecénica exercida pelos movimentos dos embrides dentro do cérion
(SANO et al., 2008; ALMOND, TROMBETA et al., 2016). De acordo com nossos resultados
obtidos, sugerimos que a exposi¢cdo ao triclopir tenha induzido disturbios estruturais ou
funcionais durante o desenvolvimento do embrido do zebrafish, o que pode estar associado ao
atraso no desenvolvimento embrionario resultando na alteracdo da for¢a mecénica exercida
pelos embrides para a eclosédo do ovo (HAENDEL et al., 2004). Neste contexto, a alteracéo
dos niveis de neurotransmissores também poderia estar relacionada com o enfraquecimento
do movimento muscular espontaneo pelos embrides, implicando no processo de eclosdo
(WARKENTIN, 2007; SAMAEE et al.,, 2015). No entanto, a atividade da AChE né&o
apresentou alteracGes significativas na exposi¢ao ao triclopir. Por outro lado, Gaaied et al.
(2020) demonstrou que a atividade da AChE foi reduzida de forma significativa na exposicao
de embrides de zebrafish ao acido diclorofenoxiacético (2,4-D) na faixa de 0,090 a 3 pumol/L
por 96hpf (GAAIED et al., 2020). Desta forma, como hipétese alternativa, a provavel
perturbacdo no processo de eclosdo observado em nosso estudo, seja a diminuicéo ou inibi¢éo
da atividade das glandulas secretoras de enzimas digestivas do cérion, induzidas pelo triclopir
(DE LA PAZ et al., 2017).

Embora ndo tenham sido significativos, edemas de pericardio e de saco vitelinico
foram os efeitos subletais mais observados em todas as concentracbes de ambos 0s
contaminantes avaliados. No entanto, de acordo com Hellfeld et al. (2020) edemas de
pericardio e saco vitelinico sdo efeitos subletais inespecificos, e em alguns casos podem ser
reversiveis, como observado em seu estudo com 48 substancias testadas (HELLFELD et al.
2020).

Os defeitos no desenvolvimento da bexiga natatoria podem indicar risco ambiental
relacionado a exposicdo a contaminantes (CAIONI et al., 2021). A nédo inflacdo da bexiga

natatoria foi observada tanto na exposi¢do ao D5 quanto ao triclopir. No zebrafish, a bexiga
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natatdria tem sua inflacdo iniciada logo em 96hpf (KIMMEL et al., 1995). Embora a nédo
inflacdo da bexiga natatoria seja um efeito subletal, esse desfecho afeta aspectos relevantes
para a avaliagcdo de riscos ambientais, como comportamento alimentar, fuga de predadores,
crescimento e reproducdo em peixes (GEE, 1984). O comprometimento desses aspectos pela
ndo inflacdo da bexiga natatoria diminui a probabilidade de sobrevivéncia, especialmente em
habitats naturais onde os recursos alimentares séo limitados (VILLENEUVE et al., 2014). Os
mecanismos que levam a este desfecho foram pouco explorados. No entanto, acreditasse que a
pressdo do aumento do tamanho do saco vitelino, assim como observado na exposi¢do ao
triclocarban (TCC), pode afetar o a bexiga natatoria, causando prejuizo da inflagdo (CAIONI
et al., 2021). Adicionalmente, escoliose foi observada nos organismos expostos apenas as
concentragdes de 10 a 50 pmol/L de triclopir e, assim como a ndo inflacdo da bexiga
natatdria, este desfecho teratogénico pode afetar diretamente o sucesso na busca de alimentos
e predacdo dos organismos afetados.

Por fim, os estudos de toxicidade de CPEs s&o de grande valia e fornecem informacgoes
que possibilitam a predicdo dos possiveis impactos desses contaminantes a curto e longo
prazo, tanto para a salide ambiental, quanto para a salde animal e humana. Neste contexto, o
presente estudo, tendo utilizado o zebrafish como modelo experimental, apresenta dados
toxicoldgicos importantes sobre dois contaminantes de preocupacao emergente, triclopir e D5.
Desta forma, dados como os obtidos nesse trabalho podem embasar as tomadas de decisdes de
agéncias regulatérias, no sentido de determinacdo dos potenciais impactos, no
desenvolvimento de estratégias para o gerenciamento de riscos, além da criacdo de programas

de monitoramento continuo desses contaminantes.

5. CONCLUSAO
Efeitos letais e subletais foram induzidos nas primeiras fases de desenvolvimento do

zebrafish pelo herbicida triclopir na faixa de concentragéo testada (0,5-100 umol/L). Por outro
lado, os efeitos observados na exposicdo aguda ao D5 ndo se mostraram significativos,
sugerindo que este siloxano, nas concentragdes testadas (0,5-500 umol/L), ndo é toxico para
as primeiras fases de desenvolvimento do zebrafish. Ainda, concluimos que, ambos
compostos ndo apresentam neurotoxicidade em embrides e larvas de zebrafish até 96 horas de
exposicdo. Ainda, de uma perspectiva ecotoxicologica e uma vez que peixes Sa0 componentes
importantes da cadeia alimentar, esses efeitos observados nos organismos expostos aos
contaminantes avaliados, tém implica¢fes para sua sobrevivéncia e consequente manutencao
populacional. Além disso, tais efeitos podem ser estendidos a outros organismos,

principalmente ao homem, dada a alta conservagdo genética e metabolica entre estas especies.
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