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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A interacdo entre praguicidas e organismos nao alvos permanece parcialmente
compreendida, assim como as discrepancias entre as acdes dos herbicidas isolados
e combinados. Consequentemente, a utilizacdo de novas abordagens metodolégicas
€ crucial para garantir maior seguranca e permitir avaliacdo de riscos associados a
esses produtos.



EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

The interaction between pesticides and non-target organisms remains partially
understood, as well as the discrepancies between the actions of individual herbicides
and their combinations. Therefore, the use of novel methodological approaches is
crucial to ensure greater safety and enable risk assessment associated with these
products.
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RESUMO

Os praguicidas sdo compostos utilizados para prevenir, controlar ou reduzir a
presenca de pragas em culturas agricolas ou em animais e o objetivo de cada
composto é descrito na nomenclatura, podendo ser inseticidas (insetos), fungicidas
(fungos), herbicidas (ervas daninhas), bactericidas (bactérias), nematicidas
(nematoides) e outros. Estudos toxicoldgicos de efeitos de praguicidas em organismos
nao alvos sdo importantes, considerando que humanos e animais sédo susceptiveis ao
contato direto ou indireto com residuos apos utilizacdo. A ivermectina (IVM) € um
parasiticida utilizado para o controle de endo e ectoparasitas em animais pets e de
producdo. Sua alta eficiéncia e facil acesso faz com que este seja um dos produtos
mais utilizados na medicina veterinaria. No presente estudo foi avaliada a capacidade
da tetrahidrocurcumina (THC) e da vitamina C de amenizarem os danos citotéxicos
gerados pela IVM em células HepG2, considerando que sdo dois antioxidantes
conhecidos na literatura cientifica e que o estresse oxidativo parece estar relacionado
a inducéo da morte celular causada pela IVM, pois em uma etapa anterior observamos
citotoxicidade e aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) causados pela substancia. Foram determinadas as concentracdes de
glutationa reduzida e oxidada e estado oxidativo dos nucleotideos de piridina em
células expostas as concentracdes de 5; 7,5; 10 e 25 uM de IVM e a protecao de 50
UM de THC e vitamina C em relagdo a atividade metabdlica e producdo de ERON
pelas células. Um outro estudo foi realizado envolvendo dois herbicidas: ametrina
(AMT) e clomazona (CLZ), os quais sao amplamente utilizados para o controle de
ervas daninhas em diversas plantacdes e se destacam principalmente pelo uso em
canaviais. Ambos séo potenciais poluidores ecoldgicos devido a alta solubilidade em
agua e a lixiviacdo causada pela chuva ou irrigacdo tornam os ambientes aquaticos
0s mais afetados pela sua bioacumulagéo. Devido a importancia no entendimento de
cCoOmo 0S organismos aquaticos reagem a exposicdo a AMT e CLZ, isolados ou
combinados, foram realizados ensaios experimentais utilizando embrides e larvas de
zebrafish (Danio rerio) para elucidacao dos efeitos subletais apds a exposicéo por 96
ou 144 horas po6s fecundacdo. Foram determinados parametros relacionados ao
desenvolvimento embrionario, quantificacdo das enzimas acetilcolinesterase,
fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase para
entendimento dos danos gerados ap0s a exposicdo a diferentes concentragbes de
AMT (0,1;3,7;6;20 e 60 pg/L), CLZ (0,1; 6; 20; 36 €167 ug/L) e da mistura das duas
substancias (0,1+0,1; 6+36 e 3,7+167 pg/L). Assim, no presente trabalho sé&o
apresentadas informacdes relevantes sobre os mecanismos de toxicidade dos
praguicidas IVM, AMT e CLZ, utilizando modelos in vivo e in vitro e, ainda,
identificadas substancias que podem amenizar os danos gerados pela IVM, servindo
como possivel tratamento em casos de intoxicacao.

Palavras-chave: Toxicologia. Zebrafish. Células hepaticas. Antiparasitarios.
Herbicidas.



ABSTRACT

Pesticides are compounds used to prevent, control, or reduce the presence of pests in
agricultural crops or animals, and the objective of each compound is described in its
nomenclature, which can include insecticides (insects), fungicides (fungi), herbicides
(weeds), bactericides (bacteria), nematicides (hematodes), and others. Toxicological
studies on the effects of pesticides on non-target organisms are important, considering
that humans and animals are susceptible to direct or indirect contact with residues after
use. Ilvermectin (IVM) is a parasiticide used to control endo- and ectoparasites in pets
and production animals. Its high efficiency and easy accessibility make it one of the
most widely used products in veterinary medicine. The present study evaluated the
ability of tetrahydrocurcumin (THC) and vitamin C to mitigate cytotoxic damage caused
by IVM in HepG2 cells, considering that they are two antioxidants known in the
scientific literature and that oxidative stress appears to be related to the induction of
cell death caused by IVM, as cytotoxicity and increased production of reactive oxygen
and nitrogen species (RONS) caused by the substance were observed in a previous
stage. The concentrations of reduced and oxidized glutathione and the oxidative state
of pyridine nucleotides in cells exposed to concentrations of 5, 7.5, 10, and 25 uM of
IVM were determined, as well as the protection of 50 uM of THC and vitamin C
regarding the metabolic activity and production of RONS by the cells. Another study
was conducted involving two herbicides: ametryn (AMT) and clomazone (CLZ), which
are widely used to control weeds in various crops, especially in sugarcane fields. Both
are potential ecological pollutants due to their high solubility in water, and leaching
caused by rain or irrigation makes aquatic environments the most affected by their
bioaccumulation. Due to the importance of understanding how aquatic organisms react
to exposure to AMT and CLZ, alone or in combination, experimental assays were
performed using zebrafish (Danio rerio) embryos and larvae to elucidate sublethal
effects after exposure for 96 or 144 hours post-fertilization. Parameters related to
embryonic development, quantification of the enzymes acetylcholinesterase, alkaline
phosphatase, aspartate aminotransferase, and alanine aminotransferase were
determined to understand the damage generated after exposure to different
concentrations of AMT (0.1; 3.7; 6; 20; and 60 pg/L), CLZ (0.1; 6; 20; 36; and 167
pg/L), and the mixture of the two substances (0.1+0.1; 6+36 and 3.7+167 pg/L). Thus,
this study provides relevant information on the toxicity mechanisms of the pesticides
IVM, AMT, and CLZ, using in vivo and in vitro models, and also identifies substances
that may mitigate the damage caused by IVM, serving as a possible treatment in cases
of intoxication.

Keywords: Toxicology. Zebrafish. Liver cells. Antiparasitic agents. Herbicides.
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1.1 INTRODUCAO

O Brasil possui condi¢des favoraveis para o agronegécio, sendo que o clima e
abundéancia de terras faz com que anualmente os investimentos em pesquisa e
tecnologia agropecuéaria aumentem significativamente. Apesar da boa perspectiva de
renda nacional para manter a alta produtividade se torna necessaria a utilizacéo de
compostos quimicos fazendo que em 2021 o Brasil tenha sido o maior importador de
praguicidas do mundo (Delabona; Gongalves, 2022).

De acordo com a FAO (Food and Agricultural Organization) praguicida é
qualquer substancia, pura ou misturada, utilizada para controlar, prevenir ou destruir
pragas (Xia et al., 2022). Os praguicidas variam de acordo com suas propriedades
quimicas e fisicas e possuem especificacdes em relacdo a qual praga se destina,
como inseticidas, fungicidas, herbicidas, parasiticidas, raticidas entre outros.

Na medicina veterinaria a ivermectina € usada em gatos, caes, peixes, cavalos,
bovinos, ovinos e caprinos para o controle de diversos nematoides, acaros, piolhos e
moscas que causam doencas como dirofilariose, sarna, infestacao intestinal, miiase,
infestacdes pulmonares, oncocercose, infestagdes oculares, miiase gastrica e a sua
alta eficiéncia faz com que apds décadas ela ainda seja amplamente utilizada como
parasiticida (antiparasitario) (Sulik et al., 2023).

O uso indiscriminado da ivermectina para o controle principalmente de
helmintos gastrointestinais pode trazer riscos para a saude do animal hospedeiro.
Conforme descrito por Favare et al. (2023), o controle de helmintos em equinos no
Brasil inclui tratamento de todos os animais do rebanho com alterndncia de
medicamentos em intervalos regulares sem a necessidade de diagndstico prévio.
Esse protocolo faz com que animais saudaveis sejam expostos a ivermectina sem
apresentarem evidéncia de infestacdo por parasitas.

Em condi¢cdes normais, mesmo apds exposicdo a xenobioticos o organismo
equilibra a producdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) por meio de sistemas de defesa antioxidante, mantendo as ERON em niveis
seguros. A producédo controlada de ERO desempenha funcdes essenciais, como
crescimento celular e sintese de ATP por exemplo, no entanto, sob estresse, ocorre
um desequilibrio entre a produgdo e a eliminacdo de ERON, levando a danos
oxidativos que podem induzir morte celular (Mansoor et al., 2024).

A tetrahidrocurcumina (THC) € o principal metabdlito ativo da curcumina e

devido a eficiente regulacéo do estresse oxidativo e funcdo mitocondrial tem atraido a
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atencdo de pesquisadores nos ultimos anos demonstrando ser um antioxidante
altamente eficiente contra distarbios gerados pela acdo de compostos quimicos,
possuindo acdo antioxidante superior a curcumina e apresenta potencial aplicagdo em
aditivos alimentares funcionais e farmacologia devido a sua boa solubilidade,
estabilidade fisioldgica e funcéo protetora contra o estresse oxidativo (Miranda et al.,
2023; Zhang et al., 2023; Zhu et al., 2023). Outro antioxidante amplamente conhecido
€ a vitamina C, que desempenha diversos papéis essenciais para o organismo devido
a sua capacidade de doar elétrons e se tornar um agente redutor fisiologicamente
essencial (Jakubek et al., 2023). O fato de apresentar 6tima solubilidade em agua
permite a atuacdo em todas as partes do organismo neutralizando os radicais livres
gue sao produzidos durante o estresse oxidativo (Feng et al., 2023). Baseado nas
propriedades antioxidantes da THC e da vitamina C, no presente estudo foi avaliado
o potencial terapéutico da THC e vitamina C sobre o estresse oxidativo induzido nas
células HepG2 expostas a diferentes concentracdes de ivermectina, como forma de
entender e auxiliar na prevencao e/ou no tratamento de intoxicagcbes em animais e
humanos.

O uso frequente de diferentes praguicidas na agricultura convencional gera um
acumulo de residuos no solo e afluentes, potencializando os efeitos toxicos de
algumas misturas (Panico et al., 2022). Ametrina é um herbicida seletivo sistémico
com classificacdo Il sendo considerada altamente téxica e utilizada no combate de
plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas), que esta associada,
principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, cana-de-acucar, citros e milho.
A ametrina esté na lista divulgada em 2018 pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como um dos 20 praguicidas mais
utilizados no Brasil entre 2012 e 2017, sendo capaz de bioacumular, podendo ser
altamente téxica para o meio ambiente causando efeitos crénicos aos organismos nao
alvos (Gomes Juanior et al., 2021).

O herbicida clomazona, representante da classe isoxazolidinona foi
desenvolvido no inicio de 1980 para o controle de gramineas anuais e ervas daninhas
de folha larga em uma ampla variedade de culturas e localizagbes (Gunasekara et al.,
2009). E considerado um pré-herbicida, uma vez que precisa ser ativado durante sua
metabolizacdo na planta em que foi aplicado, a qual transforma a molécula para a
forma 5-ceto-clomazona, que € o metabdlito com atividade herbicida (Tenbrook;

Tjeerdema, 2006). Stevanovic et al. (2017) e Severo et al. (2020) descreveram
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alteracdes nos movimentos espontaneos, frequéncia cardiaca, eclosdo, comprimento
e incidéncia de deformidades indicando a alta capacidade da clomazona para induzir
efeitos de subletalidade, além da taxa de mortalidade proxima de 10% em peixes
expostos ao herbicida.

Diariamente, todos 0s organismos entram em contato com diferentes
concentracfes de produtos quimicos por meio de alimentos, ar e agua tornando cada
vez mais preocupante os efeitos dessas combinagfes. Apesar dos avangos em
relacdo a essa temética, ainda existe uma quantidade limitada de informacdes devido
a possibilidade de um namero quase infinito de combinac¢des, tornando um desafio
entender como elas interagem e quais consequéncias essas associacdes geram
(Bopp et al., 2019).

Martin et al. (2021) realizaram uma reviséo sistémica sobre misturas relevantes
para parametros de toxicidade com o objetivo de preencher a falta de informacdes
mais profundas sobre a frequéncia que antagonismos ou sinergismos acontecem no
meio ambiente considerando que essas interagdes sdo cada vez mais questionadas
pela comunidade cientifica ja que a normalmente sdo avaliados parametros
individuais. Os autores utilizaram 1220 artigos e chegaram a conclusdo de que
existem algumas interacbes toxicoldgicas importantes que sédo negligenciadas
dificultando o entendimento dos seus reais danos causados nos organismos.

Os dados de toxicidade aquatica séo relevantes para avaliacdo dos riscos
ambientais e ecoldgicos de residuos de produtos quimicos e por isso a utilizacdo de
biomarcadores ou espécies biomarcadoras fornecem informacdes relevantes sobre
os poluentes. Nesse quesito 0 zebrafish se destaca por possibilitar a avaliacdo de
efeitos biolégicos e moleculares induzidos pela presenca de substancias
(Falfushynska et al., 2022).

O zebrafish (Danio rerio) € um excelente modelo para pesquisam, entre as
vantagens da utilizagdo deste peixe, temos seu desenvolvimento rapido, bem
caracterizado e muito semelhante ao de outros vertebrados (incluindo os humanos e
mamiferos); desenvolvimento embrionario externo ao utero materno e transparente
protegido por um cdrion, o que permite a identificacdo e monitoramento das mudancgas
morfoldgicas por estereomicroscopia (Legradi et al., 2015).

Portanto, no presente trabalho, também foram avaliados os efeitos toxicos da
ametrina e da clomazona no zebrafish, bem como o sinergismo ou antagonismo

exercido pela mistura dos dois herbicidas.
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1.2 OBJETIVO
1.2.1 Objetivo Geral

Elucidar os danos oxidativos induzidos pela ivermectina e identificar a possivel
protecdo da tetrahidrocurcumina e da vitamina C contra as altera¢cées no sistema
antioxidante e a producdo de radicais livres causadas nas células HepG2 apés a
exposicao a ivermectina para a melhor compreensao dos mecanismos de agao toxica
do parasiticida.

Caracterizar os efeitos da exposicédo do zebrafish aos herbicidas ametrina e

clomazona, bem elucidar a acdo sinérgica ou antagdnica da mistura dos herbicidas.

1.2.2 Objetivos Especificos
i) Determinar as concentracfes de GSH e GSSG das células HepG2 apds exposi¢ao

a ivermectina;

ii) Avaliar o estado redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H) nas células HepG2

apos exposicao a ivermectina;

iil) Comparar a atividade metabdlica e a producao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio nas células HepG2 previamente incubadas com tetrahidrocurcumina e

vitamina C e em seguida expostas a ivermectina.

iv) Avaliar os parametros de subletalidade e teratogenicidade dos embrides de
zebrafish com 144 horas po6s fecundacao (hpf) expostos aos herbicidas ametrina e

clomazona, isolados ou combinados;

v) Quantificar a atividade enzimatica da AChE nas larvas de zebrafish expostas a

ametrina e clomazona, isolados ou combinados;

vi) Avaliar a atividade de enzimas indicadoras de hepatotoxicidade em larvas de
zebrafish expostas a diferentes concentracbes dos herbicidas isolados ou

combinados.
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1.3 REVISAO DE LITERATURA
1.3.1 Praguicidas

Os praguicidas sédo poluentes ecoldgicos, pois a aplicagdo constante nas
plantac6es e nos animais propicia que residuos sejam carregados pelo ar e 4gua para
outros ambientes (Fernandes et al., 2023). S&do compostos quimicos utilizados para
restringir o desenvolvimento de organismos nocivos, sendo classificados de acordo
com o0s organismos alvos em inseticidas (insetos), fungicidas (fungos), herbicidas
(ervas daninhas), bactericidas (bactérias), larvicidas (larvas), parasiticidas (parasitas),
nematicidas (nematoides), raticidas (roedores), algicidas (algas), piscicidas (peixes),
avicidas (aves), moluscicidas (caracéis) (Rohani, 2023).

E importante levar em consideracéo a bioacumulag&o dos praguicidas através
das cadeias biolégicas, as substancias em diferentes concentracbes podem ser
prejudiciais ou letais para organismos nédo alvos, pois geram complicacdes no sistema
nervoso central a longo prazo (Van Cong; Phuong; Bayley, 2008). O grau de toxicidade
dos praguicidas varia entre muito perigoso, altamente inseguro, moderadamente
nocivo e improvavel de apresentar risco e seu modo de agdo pode ser classificado
como: |) sistémicos, ativados ap0s o contato com diferentes tecidos ou sistema
vascular; 1) ndo sistémicos, onde o contato € suficiente para surgir efeito ou Ill) apos
ingestdo agindo principalmente no sistema nervoso central causando paralisia nas
pragas-alvo ou morte das plantas (Rohani, 2023).

A alta disponibilidade de terra, clima tropical e abundéancia de recursos hidricos
fazem com que o Brasil seja um dos maiores produtores agricolas e pecuarios do
mundo, consequentemente o pais é um dos principais consumidores de praguicidas.
Gaboardi, Panis e Candiotto (2023) avaliaram o panorama atual do uso de praguicidas
no Brasil e descreveram que, além de ser um pais que incentiva a aquisi¢éo, producao
e uso de componentes quimicos desde a década de 1960, o Brasil nos ultimos anos
se destaca devido ao registro de novos praguicidas, principalmente genéricos, pois as
politicas publicas ndo adotam medidas de precaucdo a longo prazo e mantém
liberadas substancias proibidas em outros paises mesmo cientificamente estando
associados a danos potencialmente irreversiveis.

Os impactos negativos do uso de praguicidas sdo ha muito tempo questionados
e investigados para entendimento melhor do que acontece ap0s a exposicdo aos
compostos considerando que a manipulagdo correta envolve todos 0s processos

desde a saida do produto da indUstria até o descarte das embalagens, por isso se faz
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cada vez mais necessario o0 aumento da visibilidade da populacdo em relacdo as

consequéncias do mal uso (Daufenback et al., 2022).

1.3.1.1 Ivermectina

A ivermectina (IVM) (CasH74014) € um anti-helmintico e inseticida com eficacia
conhecida quando administrada em ruminantes, porcos, cavalos, peixes e pets
atuando contra nematoides parasitas gastrointestinais, vermes pulmonares, piolhos e
sarna sendo amplamente utilizada por sua alta eficiéncia e pouca especificidade
(Martin; Robertson; Choudhary, 2021). Sua a¢édo acontece pela ativacdo dos canais
de cloreto que causam hiperpolarizacdo neural levando a liberacdo de acido gama-
aminobutirico (GABA) induzindo a paralisia dos musculos somaticos e morte dos
parasitas (Kane et al., 2000).

Conforme descrito por Leathwick et al. (2020), a eficacia dos anti-helminticos
contra os nematoides varia bastante dependendo da forma como ele € aplicado e
sabe-se que as concentracdes do ativo que atingem o local de acdo também
dependem desse fator. Pensando nisso, o autor realizou estudo para medir as
concentracdes de IVM que atinge os diferentes tecidos e espécies de vermes-alvo em
bovinos por via oral, topica ou por injecdo. Os resultados demonstram que a maxima
exposicao dos parasitas acontece através da administracdo por injecdo, apesar da
utilizag&o por via oral proporcionar alta exposi¢cao ao medicamento.

Os sinais aparentes de toxicidade comecam a aparecer apds 24 horas e
costumam estar relacionada a perda do controle motor e reflexos visuais, fraqueza,
tremores, arritmia cardiaca e respiratéria. Pimpao et al. (2005) desenvolveram
pesquisa com o objetivo de avaliar a toxicidade da IVM em caes sem raca definida e
assim como ja descrito por outros autores, concluiram que o uso de IVM deve ser de
maneira criteriosa pois a longo prazo os animais expostos podem apresentar lesées
oculares e alteracdes significativas na reproducao.

Normalmente as evidéncias clinicas de intoxicacdo sdo semelhantes entre as
espécies, mas devido a escassez de estudos com organismos aquaticos, Mladineo,
Marsic-Lucic e Buzancic (2006) determinaram a toxicidade do tratamento com banho
de IVM nos peixes para avaliar as alteracdes comportamentais e identificar os
primeiros sinais de intoxicacdo. O Ceratothoa oestroides € um ectoparasita dificil de
controlar em sistemas intensivo de criagdo de peixes, trazendo perdas significativas

para a producao diminuindo o ganho de peso dos animais e em alguns casos
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causando morte nas fases larvais e juvenis, eles descreveram que 0s sinais clinicos
incluiam extra-sensibilidade a estimulos visuais ou sonoros, maior frequéncia
respiratéria, natacdo rapida e apds o periodo de excitagdo a atividade sensorial
diminuiu ao ponto de os animais ficarem deitados no fundo do aquéario e 100% de
mortalidade foi observado apds exposicdo por 96h a concentracdo de 1,8 mg/L. No
pos-mortem observaram hemorragia nos rins, figado e branquias.

Devido a sua facil administracdo e alta eficacia, atualmente a IVM é o
antiparasitario mais utilizado na Guijarat - India para o controle de carrapatos em
animais leiteiros, por conta do aumento na utilizagdo em longos periodos existe a
possibilidade de os acaros desenvolverem tolerancia. Apesar de varios relatos na
literatura de toleréncia em relagdo a compostos quimicos, até 0 momento nao existia
nada relacionado a IVM e pensando nisso Shyma et al. (2021) desenvolveram um
estudo com acaricidas adultos de H. anatolicum e IVM. Os resultados demonstraram
gue os carrapatos desenvolveram tolerancia ao composto indicando que esse pode
vir a ser um problema futuramente.

A tolerdncia de nematoides também foi observada em equinos, conforme
descrito por Flota-Burgos et al. (2023) que analisaram cinco fazendas com histérico
de uso de IVM. Eles coletaram informacdes sobre protocolos de tratamentos
realizados nos animais e fizeram contagem de ovos fecais e constatou-se que trés
das cinco fazendas foram classificadas como resistentes sendo semelhante entre elas
a utilizacdo de IVM mais de 4 vezes/ano. A co-infeccdo de vermes faz com que o0s
produtores usem dois ou mais praguicidas simultaneamente, se por um lado eles
cumprem o papel de controlar ou eliminar os parasitas por outros expde 0s animais a
concentracbes elevadas de xenobidticos e com base nisso Idowu et al. (2015)
avaliaram a combinacdo de Artemeter-Lumefantrina (antimalérico) com Albendazol
(anti-helmintico) e IVM. A combinacdo das substancias gerou disfuncdo hepatica e
estresse oxidativo induzindo a necrose celular.

Dey et al. (2020) avaliaram a tolerancia anti-helmintica em diversas fazendas
de ovinos e caprinos em Bangladesh analisando a contagem e ecloséo de ovos fecais
e amostras de larvas submetidas a coprocultura. Eles utilizaram PCR para determinar
a tolerancia e observou-se que 0s nematoides sao resistentes a IVM, sugerindo uma
condicdo alarmante para a regido, pois a resisténcia dos parasitas esta diretamente
relacionada com a ineficiéncia do medicamento seguindo as recomendacdes e

concentracdes de uso.
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O principal problema da tolerancia dos parasitas a IVM esta relacionado ao
aumento das doses utilizadas para controle dos endo e ectoparasitas, entender como
esse farmaco funciona no organismo é de fundamental importancia e por isso Qabbus
et al. (2022) realizaram um teste in vitro para investigar a citotoxicidade da IVM em
células de cancer cervical utilizando concentracéao final de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 ou 30 uM
e descreveram que € preciso ter cautela em relacdo ao uso do medicamento pois o
fato de ser hidrofébico limita a solubilidade em agua fazendo com que agregados do
composto sejam formados apos administracdo. Apesar de ser um desafio afirmar que
os resultados observados in vitro sao idénticos ao in vivo, € preciso considerar que as
concentracdes eficazes de IVM séo proximas ou superiores ao limite de solubilidade
agquosa (Qabbus et al., 2022).

Sabendo que os valores de dose letal média (LD50) da IVM estéo na faixa de
10-50 mg/kg quando utilizado de forma oral e acima de 660 mg/kg para aplicacédo
dérmica em ratos, Dadarkar, Deore e Gatne (2007) avaliaram a toxicidade aguda da
IVM em ratos ap6s a administracdo subcutanea para determinar a LD50 através do
método Classe Toxica Aguda (CTA) e pelo método convencional usando andlise
probit. Foram utilizados 15 ratos para a CTA e 50 animais para a analise probit, em
todos os ratos foi observado aumento de fluxo de sangue no figado além de
cambaleio, descoordenacdo, perda de endireitamento, prostracdo, bradicardia e
morte, ao final dos 14 dias a LD50 da IMV ficou em 5-50 mg/kg para o método de CTA
e 51,5 mg/kg pela analise convencional.

Silva, Ferreira e Miranda (2018) relataram o primeiro surto de intoxicacao por
IVM em suinos no Brasil, 32 animais de 6 kg foram vermifugados sete dias apds o
desmame com 1 mL de IVM para controle dos parasitas por via subcutanea.
Considerando que a dose recomendada da IVM 10 mg/mL é de 300 pg/kg de peso
corporal, 1 mL da solucao seria para animais com peso proximo de 33 kg e no caso
dos leitbes o correto seria aplicar 0,181 mL. Os sinais clinicos incluiam tremores,
diminuicdo da forca dos membros posteriores, prostracéo, descoordenacéo e dos 32
animais, 31 vieram a o6bito.

Alves et al. (2021) relataram a ocorréncia de intoxicagdo por IVM em felino
doméstico apos administracdo via oral em dose 10 vezes acima do que foi
preconizado para o0 peso do animal, os sinais clinicos foram observados
descoordenacéo, contracdo muscular, hipotermia, reflexo pupilar lento. Os sintomas

foram observados até 24h apés o atendimento no Hospital Veterinario Prof. Mario Dias
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Teixeira, Universidade Federal Rural da Amazénia e 20 dias depois o animal continuou
apresentando episodios de incoordenacéo e crises convulsivas.

O mal uso e a facilidade de compra da IVM sem orientacdo de veterinérios é
algo comum entre os tutores e criadores de animais, como consequéncia a alta
dosagem associada a aplicacdo inadequada leva toleranica dos endoparasitas ou
ectoparasitas e a intoxicacdo dos hospedeiros, devido a esses fatores € preciso
observar os sinais clinicos ap0s aplicacdo e intervir imediatamente nos primeiros

sinais de alteragBes neuroldgicas e motoras (Mello; Franco, 2021).

1.3.1.2 Ametrina

A Ametrina é um herbicida que compde uma s-triazina formada por um grupo
tiometil, um grupo etil e um grupo isopropil, formando a estrutura que leva o nome de
2-N-etil-4-N-isopropil-6-tiometill,3,5-triazina-2,4-diamino. Ela é um herbicida seletivo
sistémico com classificacdo Il sendo considerada altamente toxica e utilizada no
combate de plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas), que est4 associada,
principalmente, as culturas de abacaxi, banana, café, cana-de-aclcar, citros e milho
(Gomes Junior et al., 2021).

Amplamente utilizada para otimizar a producdo de cana-de-acucar as triazinas
apresentam problema ambiental para organismos nao alvos, por ser uma substancia
com alta mobilidade, persisténcia, solubilidade em agua e infiltracdo fraca no solo, a
soma desses fatores faz com que o composto se torne facilmente transportado por
escoamento superficial e lixiviacdo gerando impactos na saude de humanos e animais
(Ramos et al., 2023).

A aplicacéo extensiva e frequente de herbicidas leva ao acumulo de residuos
no ambiente aquatico, cada vez mais regibes e bacias hidrograficas relatam a
presenca de herbicidas nas aguas superficiais e subterraneas, esses compostos
guimicos podem ocasionar efeitos ecoldgicos irreversiveis além de apresentar risco a
saude (Li et al., 2023).

Conforme descrito por Machado et al. (2017), a poluicdo de rios proximos a
areas urbanas representa um risco para a salude humana por conta da exposi¢cao
direta aos produtos quimicos ou ingestdo de agua e peixes contaminados. ApoOs
avaliacdo de amostras de agua e sedimentos do rio Pardo, Sdo Paulo, durante a

estacdo chuvosa foi constatada a presenca da ametrina, evidenciando a necessidade
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de intensificacdo na fiscalizacdo sobre a utilizacdo deste composto quimico nas
lavouras.

A utilizacdo de agua subterrdnea é uma alternativa para consumo de agua
potdvel em regides onde a infraestrutura de abastecimento € precaria, mas a
qualidade da agua depende diretamente da quantidade de nutrientes e residuos de
compostos oriundos da lixiviacdo. Portal et al. (2019) desenvolveram estudo para
mensurar a qualidade da 4gua de pocos construidos por familias agricultoras na
regido do assentamento Zumbi dos Palmares no norte do Rio de Janeiro, em todas as
amostras de agua coletadas foram detectados residuos de ametrina oriundos das
plantacbes de mandioca, abacaxi e cana-de-acUcar localizadas dentro do
assentamento.

Stefano et al. (2022) realizaram estudo em Porto Alegre para identificar a
ocorréncia de contaminacao por praguicidas em aguas subterraneas, pois na zona sul
da cidade é onde se predomina a agricultura e a 4gua oriunda de pocdes e nascentes
sao utilizadas para abastecer aproximadamente 25% da populacdo da cidade. Em
mais de 90% das amostras foram detectados residuos de praguicidas, incluindo
ametrina, e grande parte dos residuos foram transportados apoés lixiviacdo ou
dispersédo do ar durante o processo de aplicacao na lavoura.

O rio Aquidauna € um importante corredor ecolégico do bioma Pantanal, mas o
aumento das areas agricolas proximas a sua margem tem contribuido para alteractes
na qualidade da &gua afetando negativamente a biota aquatica tornando os
organismos mais vulneraveis aos danos toxicos dos residuos dos praguicidas, no
estudo realizado por Viana et al. (2023) os autores avaliaram seis locais ao longo do
rio para identificacdo da qualidade da agua. Os autores realizaram as amostragens
em novembro de 2020, durante o periodo chuvoso e além de observar a conversao
da vegetacao da mata ciliar em extensas areas de pastagens, entre os contaminantes
emergentes detectados a ametrina representa um potencial poluidor ecotoxicologico.

Sabendo da necessidade do tratamento eficiente de efluentes contaminados
por residuos de praguicidas, Gomes Junior et al. (2021) avaliaram a funcionalidade
do tratamento com multiestagio de processos de coagulacao-floculacdo-decantacdo
e irradiagcao artificial como alternativa para tratamento de um afluente industrial ndo
biodegradavel contendo ametrina. Apos avaliacdo dos dados, os autores concluiram
gue esta é uma alternativa promissora para o tratamento de agua, pois ao finalizar os

processos observou-se alta remogao de matéria organica e diminui¢cdo da toxicidade.
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1.3.1.3 Clomazona

A clomazona (CLZ), C12H14CINO2 cujo nome quimico € 2-(2- clorobenzil)-4,4-
dimetil-1,2-oxazolidin-3-ona, € um herbicida que pertence a familia das
isoxazolidinonas, utilizado para controlar gramineas anuais e ervas daninhas de folhas
largas nas plantacdes de algodéao, ervilha, abobora, soja, batata, cana-de-acucar,
mandioca, trigo e arroz sendo aplicado no pré-plantio ou pré-emergéncia (Wang et al.,
2022). A CLZ é altamente soluvel em &agua com caracteristicas hidrofilicas,
considerando que mais de 95% da aplicacdo dos herbicidas se espalha para além do
controle das ervas daninhas, a utilizacdo generalizada da CLZ reflete seu alto
potencial de impacto ambiental (Stevanovic et al., 2021).

Seben et al. (2021) realizaram a quantificacdo e qualidade da agua de
mananciais utilizados para consumo humano localizados em propriedades rurais no
Rio Grande do Sul, os autores coletaram cinco amostras de quatro locais diferentes.
A clomazona esteve presente em 95% das aguas estudadas, sendo 19 das 20
amostras coletadas, demonstrando potencial risco a salde humana e dos animais
aguaticos a curto e longo prazo.

O ambiente aquatico e o0 solo sdo extensos reservatorios de contaminantes,
principalmente os localizados préximos as areas agricolas devido a alta utilizacdo de
praguicidas com diferentes finalidades, no nordeste do Brasil a cana-de-agucar é a
principal commodity agricola, devido a isto, Barreto et al. (2020) caracterizaram o risco
ambiental no municipio de Igarassu, Pernambuco. Onze praguicidas foram aplicados
na area de estudo no periodo de agosto de 2016 e julho de 2017, entre eles a
clomazona de destacou como um dos que produziram maiores cargas poluentes.

Considerando que a clomazona é um potencial poluente dos recursos hidricos
por ser amplamente utilizada na agricultura, Lopez-Pifieiro et al. (2022) avaliaram a
eficiéncia da adicdo de biocarvdo de azinheira para correcdo organica do solo nas
propriedades produtoras de arroz. Eles observaram que a presenca do biocarvao
aumentou a persisténcia de clomazona no solo irrigado por asperséo, possibilitando
que um maior indice de clomazona sofresse lixiviacdo independentemente de como
havia sido o preparo do solo antes do plantio.

O modo de acdo do clomazona em organismos segue sendo estudado para
desvendar o mecanismo de toxicidade causada pela presenca do composto. Pereira;

Fernandes; Martinez (2013) avaliaram parametros hematoldgicos e bioquimicos em
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peixes Prochilodus lineatus (Curimba) expostos 96 horas ao clomazona e 0s
resultados indicaram alteracées hematoldgicas que podem causar anemia e interferir
na captacdo de oxigénio pelas hemacias. Em relacdo as alteracfes bioquimicas, foi
constatado que o processo de desintoxicacdo acontece pela acdo da enzima
glutationa S-transferase, havendo aumento da atividade da enzima catalase e
considerando a atuacdo dessa enzima na eliminacdo de H202, esse fato indica um
possivel estresse oxidativo causado pelo clomazona. Também foi observada a
reducéo da atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral e muscular, causando

alteracdes comportamentais nos animais.

1.3.2 Toxicologia

Conceitualmente, toxicologia é conhecida como a ciéncia dos agentes
toxicantes, pois por meio dela sdo estudadas as propriedades quimicas e fisicas das
substancias e seus efeitos fisiologicos e/ou comportamentais nos organismos.
Agentes toxicantes sdo todas substancias que quando ingeridas ou em contato com
a pele, em quantidades suficientes, causam doengas ou morte (Langman; Kapur,
2006).

Conforme descrito por Kaplan e Pesce (1984) a toxicologia abrange diversas
areas e por isso é dividida em:

I-) toxicologia ambiental, que tem como objetivo avaliar os efeitos nocivos da presenca
de compostos quimicos no meio ambiente através das cadeias biolégicas;

II-) toxicologia clinica, relacionada a utilizacdo de produtos com finalidades benéficas
para o tratamento de determinadas patologias, porém com efeitos adversos em outros
Orgaos ou sistemas nao relacionados;

[ll-) toxicologia forense, voltada para aspectos nocivos de produtos quimicos ou
venenos.

A toxicologia visa determinar os valores seguros para exposi¢cao de produtos
quimicos e deliberar a margem de seguranca em relacdo a concentragcao limite de
uso, neste processo sao considerados sinais clinicos e alteragbes no organismo
ponderando as caracteristicas quimicas e fatores que influenciam a toxicidade como
temperatura, umidade, contato direto ou indireto com o0s compostos e
biotransformacao apos entrada do xenobiotico no corpo (Villatte, 2020).

Os bioensaios toxicologicos caracterizam os perigos de exposicdo dos

organismos a compostos quimicos, utilizando um grupo controle e outros grupos com
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tratamentos para identificar os riscos a fim de ter uma referéncia quantitativa das
doses e seus efeitos colaterais (Kluxen et al., 2021). Na literatura existem diversos
relatos da avaliacdo dos mecanismos de toxicidade de xenobioticos em animais como
ratos (Carvalho et al., 2013; Mazzo et al., 2018), camundongos (Davila; Li; Bagchi,
2018), peixes (Khan et al., 2021), abelhas (Balieira et al., 2018; Botina et al., 2020),

ovinos (Fagundes et al., 2015), entre outros.

1.3.3 Toxicidade em organismos né&o alvos

A maioria das intoxicacdes se da pelas vias respiratéria e dérmica e em menor
quantidade pela via oral, a aplicacdo incorreta dos produtos aumentam
significativamente as chances de problemas a curto e longo prazo. A exposi¢ao por
um curto periodo causa efeitos agudos como tontura, vomito e desorientacao, ja a
exposicao prolongada a baixas concentracdes causa efeitos cronicos como alteracées
imunologicas e reducdes na eficiéncia do sistema respiratério (Scharmach; Silva;
Campos, 2020; Silva; Novato-Silva; Faria; Pinheiro, 2005).

Além da exposi¢do humana, também precisamos levar em consideracdo os
efeitos causados direta ou indiretamente nos animais. Na literatura ndo faltam
exemplos de efeitos toxicos provocados pela exposicdo de diversos compostos.

Yokoyama et al. (2019) avaliaram as alteracdes hepatologicas causadas pela
exposicao de cées a 206 praguicidas liberados para uso entre 2007 e 2013 no Japao,
108 animais apresentaram hepatotoxicidade causando necrose, alteracdes
hepatobiliares, desordem do metabolismo lipidico ou mudanca na pigmentacéo, todos
0S casos estavam associados a coexisténcia de hipertrofia hepatica.

Demartelaere et al. (2021) relataram em seu trabalho que € preciso ter muita
atencao na utilizacéo de praguicidas proximo aos animais de producéo pois eles ficam
mais suscetiveis a contaminagdo ao consumirem agua e alimentos com residuos
desses compostos como milho ou pastagem que foram submetidas direta ou
indiretamente a utilizacdo de substancias quimicas para o controle de alguma praga.

Em 2010 foi relatado um surto de intoxicac&o por inseticidas em vacas leiteiras
em Cuiaba - Mato Grosso. Os animais apresentaram anorexia, diarréia, tremores e
dificuldade para respirar, das 25 vacas da propriedade 11 vieram a o6bito e ap06s
necropsia 0s autores observaram edema pulmonar, enfisema subpleural e
hemorragias de intensidade e formas diversas em varios orgdos (Mendonga et al.,

2010). Outro relato na literatura descreve a intoxicagdo causada em bovinos ao
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consumir agua contaminada com mancozebe (fungicida) e forato (inseticida, acaricida
e nematicida), sendo que dos 49 animais da propriedade 20 vieram a Obito poucas
horas ap0s apresentarem sinais clinicos de agressividade, tremores musculares,
diarréia e alteracdes na coordenacao motora (Oliveira-Filho et al., 2010).

No Laboratério de Bioquimica Metabdlica e Toxicologica, localizado na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas — Unesp, Campus de Dracena, ja
foram realizados estudos em parceria com o Prof. Dr. Daniel Nicodemo para avaliar
os efeitos de alguns praguicidas nas abelhas. Em estudo realizado para avaliar os
danos causados pelos inseticidas fipronil e imidacloprido na atividade de mitocéndrias
isoladas da cabeca e do térax de abelhas africanizadas, os dois inseticidas
demonstraram ser capazes de inibir a bioenergética mitocondrial resultando também
na diminuicdo da sintese de ATP (Nicodemo et al., 2018). Nicodemo et al. (2020)
também relataram alterac6es nas mitocondrias isoladas do térax de abelhas causadas
pela piraclostrobina (fungicida), os autores observaram diminuicdo do consumo de
oxigénio, dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial e esses fatores
associados resultaram na redugéo da concentracdo de ATP nas mitocondrias, o que
pode alterar a capacidade de voo das abelhas.

A piraclostrobina também afetou a bioenergética mitocondrial do bicho-da-
seda, interferindo na producéo de seda pelo inseto (Nicodemo et al., 2018). Ainda, Li
et al. (2020) examinaram os efeitos do phoxim (inseticida) no sistema imunolégico do
bicho-da-seda e observaram que a utilizacdo desse praguicida representa um risco
para a sericicultura pois o contato dos animais com a substancia diminuiu os
mecanismos de imunidade associados a defesa de patdgenos infectados por via oral.

Radin e Wellman (2023) apresentaram alguns casos de intoxicagdo de animais
pets para demonstrar a importancia de estar atento aos sinais clinicos, os casos estéao
descritos a seguir: 1) cdo sem raca definida, macho, apresentou descoordenacéo,
convulsdo e espasmos faciais; 2) cdo sem raca definida, macho, com vémito,
taquicardiaco, pupilas contraidas e fraqueza; 3) cdo sem raca definida, macho,
apresentou apatia, mucosas palidas, taquicardia e sons pulmonares abafados; 4)
Dachshund (popularmente conhecido como Salsicha), macho, manifestou vomito,
desidratacéo, taquicardia e abdémen tenso; 5) Rottweiler, fémea, mostrou-se apatica,
com salivacdo e vOmito; 6) gato sem raca definida, macho, apresentou letargia,

vomito, mucosas vermelho-escuras e rim esquerdo aumentado.



33

A toxicologia veterinaria € uma area fundamental para entendimento da origem
da intoxicacdo dos animais, pois na maior parte dos casos a intoxicacdo acontece
apos uso prolongado ou inadequado dos produtos podendo ser de forma acidental ou
intencional pelo tutor ou proprietario do animal (Bulhfes, 2022). O principio da
toxicologia veterinaria inclui o uso de conhecimentos da toxicologia clinica associado
a quimica analitica para diagnosticar, intervir e prevenir as intoxicacdes (Wilson-Frank,
2023). Um dos meios ndo invasivos que prevencao e intervencao das intoxicacoes é
0 uso de plantas medicinais como alternativa para a nao utilizacdo de medicamentos,
em todo o mundo acredita-se que mais de 40.000 espécies de plantas sdo utilizadas
medicinalmente, porém apenas 5.000 foram estudadas em relacdo as suas

propriedades quimicas (Schlittenlacher et al., 2022).

1.3.4 Generalidades sobre o figado

O figado € um 6rgdo que desempenha diversas funcdes vitais, como por
exempli sintetizar colesterol, realizar o metabolismo de proteinas, armazenar glicose,
secretar bile, neutralizar e eliminar substancias exégenas, e qualquer alteracédo na sua
funcionalidade compromete o comportamento do organismo, as doencas neste 6rgéo
englobam véarios aspectos como hepatotoxicidade, hepatite, cirrose e cancer
(Marinho, 2021).

O figado é o maior 6rgdo do corpo, constituido de duas estruturas lobares com
coloracdo castanho escuro variando até preto em animais com disfun¢éo ou algum
dano causado por fatores externos. E responsavel pela transformac&o de proteina em
carboidratos ou gordura sendo importante para o armazenamento de lipideos
(Paganotto et al., 2020). Outras fun¢fes hepaticas incluem a produgédo e metabolismo
de varias substancias e hormonios, participa da sintese e secrecao de sais biliares e
promove a metabolizacdo dos compostos (Vasconcelos, 2022).

Além disso, o figado é responsavel pela desintoxicagdo reduzindo os impactos
negativos causados por xenobidticos ao organismo, por ser o primeiro 0rgao que entra
em contato com substancias exdégenas transportadas pela veia porta apos absorcéao
via cutanea, respiratéria ou oral (Pifieiro-Carrero; Pifieiro, 2004; Ferreira, 2020).

Os hepatdcitos sdo as principais células funcionais do figado e qualquer
substéncia capaz de alterar sua funcionalidade é denominada hepatotoxicante, essas

lesbes hepaticas dependem da capacidade das substancias influenciarem a atividade
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das enzimas metabolicas, receptores nucleares ou moléculas de sinalizacdo
(Vasconcelos, 2022; Pan et al., 2020).

Pan et al. (2020) descreveram que a hepatotoxicidade pode ser decorrente de
lesédo hepaticas induzidas por compostos ativos que agem nos hepatécitos gerando
congestdo e necrose do figado, disfuncdo mitocondrial, danos vasculares hepatico,

inibicdo de enzimas reguladoras entre outros.

1.3.5 Uso de células HepG2

As células HepG2 (Figura 1) correspondem a uma linhagem celular derivada
de um hepatoblastoma humano e tem sido comumente utilizada como ferramenta na
avaliacdo de metabolismo de xenobidticos e toxicidade hepética, por manter muitas
funcbBes especializadas dos hepatdcitos normais incluindo enzimas de fase | e |l
semelhante ao de hepatdcitos recém isolados (Liebel, 2015). Este modelo
experimental esta entre os sistemas in vitro mais sofisticados que constituem fatores-
chave para predizer a toxicidade induzida por xenobibticos e permitem uma
compreensao sobre o transporte, metabolismo e eliminacdo de substancias toxicas
pelo figado, além da interacdo e inducdo de hepatotoxicidade (Silva et al., 2022;
Pereira, 2016).

E uma linhagem estavel e reconhecida pela OECD - GUIDELINE FOR THE
TESTING OF CHEMICALS como um modelo confiavel e renomado para pesquisa in

vitro.
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Figura 1 - Imagem microscopica das células HepG2

Fonte: Elaborada pela autora.

As células possuem facilidade de manuseio e expressam uma ampla variedade
de funcbes metabdlicas do figado sendo uma alternativa para substituicdo de uso de
animais durante o processo de avaliacdo das alteracbes hepaticas induzidas por
substancias (Queiroz, 2017). Podem ser cultivadas em: I-) monocamadas aderidas
em um substrato, onde é preciso acontecer a fixagdo celular para posteriormente
acontecer a proliferagéo celular ou IlI-) suspensas no meio de cultura, no qual as
células possuem capacidade de sobreviverem e proliferarem sem a necessidade de
fixacdo (Freshney, 2016).

A morte celular causada por substancias exdgenas compromete o
funcionamento dos organismos, alterando processos metabdlicos e desregulando a
homeostase. Os tipos de morte celular se diferenciam pela forma em que as vias de
sinalizacdo sdo estimuladas e entendidas pelas células, podendo ser por: |-) apoptose
ou morte celular programada, conhecida por ser uma resposta fisiolégica que
fragmenta o nucleo celular, forma bolhas na membrana e condensa a cromatina; I1-)
autofagia, onde o autofagossomo se funde ao lisossomo para degradar o contetudo
celular; e lllI-) necrose, causada por indutores ndo fisioldgicos que danificam
fisicamente as células (Patil; Bhor; Rhee, 2020). Silva et al. (2022) relataram

vantagens na utilizacdo de células HepG2 em estudos de toxicidade que envolvem
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alteracdes dos fatores que estao correlacionados com parametros fisico-quimicos que
induzem a disfuncionalidade das células induzindo morte celular.

Por ser o principal 6érgdo de desintoxicagdo de substancias que entram no
corpo, o entendimento dos efeitos toxicos no figado é de fundamental importancia,
pensando nisso Wang et al. (2023) avaliaram a toxicidade de Clorpirifés (inseticida),
Carbofurano (inseticida), Acetamiprida (inseticida) de forma isolada e combinada em
células HepG2. As evidéncias demonstram que os praguicidas exercem efeitos
toxicos e que ao misturar acontece uma potencializacdo dos danos celulares
indicando sinergismos entre os compostos, através do estresse oxidativo, aumento da
liberacdo de lactato desidrogenase e apoptose.

Hojatipour et al. (2023) utilizaram células HepG2 para avaliar atividade
citotoxica de um derivado do &acido mefenamico (anti-inflamatorio), eles relataram
reducao na viabilidade celular e aumento na taxa de apoptose nos tempos de 24 e 48
horas de exposicdo, indicando que o uso prolongado de medicamentos deve
acontecer de forma cautelosa devido aos danos hepéticos oriundos.

O figado é o 6rgao de armazenamento de ferro e por isso se torna susceptivel
a lesbes induzidas pelo estresse oxidativo devido ao excesso de ferro, Kose et al.
(2023) avaliaram os efeitos do uso de acidos fenolicos como protetores da toxicidade
causada pelo acumulo de ferro. O estudo revelou reducdo na producéo de espécies
reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica, indicando que os acidos possuem

capacidade de regular genes que atuam nas enzimas antioxidantes.

1.3.6 Estresse oxidativo e estado redox

O estresse oxidativo desempenha papel importante na toxicidade induzida por
compostos, ele tem sido considerado um dos mecanismos que desencadeiam a morte
celular, normalmente acontece pelo desbalanco entre a geracdo de compostos
oxidantes e a capacidade de acdo dos sistemas de defesa antioxidante (Yamashita et
al., 2019).

A geracdo de radicais livres € um processo continuo e fisiolégico para que
algumas func¢des biolégicas, como a producédo de ATP pela cadeia transportadora de
elétrons, sejam mantidas eficientemente, mas o principal problema esta relacionado
ao desequilibrio, pois a producéo excessiva induz danos oxidativos. Os mecanismos
de formagédo de radicais livres estdo normalmente associados a mitocondrias,

membranas celulares e citoplasma (Barbosa et al., 2010). As Espécies Reativas de
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Oxigénio (ERO) é um termo coletivo que inclui moléculas altamente reativas derivadas
de Oz como superoxidos, peroxido de hidrogénio, radicais de hidroxila, ozénio e
oxigénio singleto (Liu et al., 2023).

Os antioxidantes séo divididos em ndo enzimaticos, por exemplo vitamina E e
glutationa, ou enzimaticos, incluindo catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase, que atuam diretamente na acdo dos oxidantes nos lipideos, proteinas e
DNA. A producéo de oxidantes e indugao ao estresse oxidativo prejudica uma ampla
gama de vias bioquimicas e por isso € fundamental seu entendimento (Razavi et al.,
2023; Zheng et al., 2020).

A modulacdo e equilibrio do estado redox nas mitocondrias (Figura 2) é
necessario pois as alterac6es geradas pelo desequilibrio fazem com que ocorra
alteracdo na fosforilagdo oxidativa, na morfologia mitocondrial, aumento producéo
ERON, inducéo na transicéo de permeabilidade mitocondrial e esses fatores servem

de sinalizacao para morte celular (Weiser et al., 2023).

Figura 2 - Esquema do sistema antioxidante enzimético
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Fonte: BioRender.com, adaptado de Donadio (2011).
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1.3.7 Tetrahidrocurcumina

A tetrahidrocurcumina (THC) é um metabdlito derivado da curcumina,
popularmente conhecido como acafrdo da india, possui excelente acdo antioxidante
atuando na eliminacdo de radicais livres e apresenta melhor disponibilidade,
estabilidade fisiol6gica e facilidade de absorcdo que o composto de origem (Miranda
et al., 2023; Xu et al., 2022). A THC possui melhor solubilidade aquosa do que a
curcumina, diferente do produto de origem que apresenta coloracdo amarela a THC é
incolor e isso permite que seja compativel a utilizagdo com aditivos funcionais, outras

diferencas estao descritas na Tabela 1 (Zhu et al., 2023).

Tabela 1 - Propriedades da curcumina e tetrahidrocurcumina

Curcumina Tetrahidrocurcumina

Estabilidade Instavel em pH fisiol6gico Estavel em pH fisiolégico

_ . Sofre auto-oxidacao rapida e A auto-oxidag&o acontece
Auto-oxidacéo

apresenta efeitos pré-oxidantes de forma muito lenta
o o _ Elevada (1,5 vezes maior
Atividade antioxidante Reduzida _
gue a curcumina)
Absorcgao Ruim Boa

Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2023).

Muthumani e Miltonprabu (2015) exploraram o papel protetor do THC na
prevencdo do estresse oxidativo induzido por arsénico em relacdo aos danos
mitocondriais hepaticos e complicacdes lipidicas em ratos. Os resultados mostraram
que a THC reduziu significativamente os danos hepaticos e que o possivel mecanismo
para os efeitos observados pode ser devido a supresséao dos radicais livres e melhora
nas atividades das enzimas antioxidantes.

Miranda et al. (2023) demonstraram que a THC € eficiente na protecao de
células HepG2 expostas ao inseticida diazinon, pois nas células incubadas
previamente com THC houve melhora na viabilidade celular e menor producgéo e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio demonstrando que os danos celulares
induzidos pelo diazinon podem ser amenizados significativamente com a associagao
do composto com THC. Este fato reforca que o mecanismo de acdo da THC seja na

captura dos radiais livres, principalmente o peréxido de hidrogénio (H202).
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Park et al. (2018) avaliaram a protecao da THC em relacdo a nefrotoxicidade
induzida pelo antibiotico Tacrolimus (FK506) em células LLC-PK1, apo6s 2 horas de
tratamento com THC as células foram expostas FK506 e ao completar 24 horas de
exposicdo observou-se melhora na viabilidade celular, diminuicdo da glutationa
reduzida e morte apoptotica inibindo a atividade das caspases 3 e 9.

A disfuncdo miocardica acontece em animais com sepse, originada de uma
disfungdo no organismo causada por alguma infeccdo. Bendas e Lima (2020)
relataram um caso de um canino, fémea, de 10 anos que deu entrada no hospital
veterinario devido a prostracao e perda de apetite, ao realizar anamnese e exames foi
diagnostica com disfuncéo miocéardica, uma das principais causas de morte na sepse.
Pensando na importancia de intervencdes eficientes em casos de sepse, Zhu et al.
(2022) trataram ratos sépticos durante 5 dias com THC e observaram melhora na
cardiopatia séptica pois a acdo antioxidante foi capaz de inibir a liberacao de citocinas
pré-inflamatérias e o estresse oxidativo.

Gao et al. (2022) relataram o efeito da THC como um potente antioxidante
contra doencas hepéticas, eles utilizaram ratos alimentados com dietas contendo
variacbes no nivel de gordura associadas a administracdo oral de THC. Eles
observaram reducdo no peso corporal dos animais, melhora na glicemia em jejum,
reducdo nos niveis séricos de lipideos, menor quantidade de gordura no figado e

diminuicao da lipoperoxidacgao.

1.3.8 Vitamina C

A vitamina C esta presente em alimentos citricos e € um renomado antioxidante
com acdo contra inflamacao, estresse oxidativo, autofagia e disfuncédo imunoldgica
atuando para o bom funcionamento do organismo (Bhuiyan et al., 2023).

Sabendo que o rim tem papel importante na imunidade e que qualquer
alteracdo toxica resulta na disfuncdo imunologica, Mehany et al. (2023) avaliaram a
capacidade da suplementacao de vitamina C melhorar a resposta imune de ratos com
insuficiéncia renal. Os autores constataram que essa é uma alternativa eficiente para
o tratamento de rins comprometidos, pois auxilia na melhora da funcao renal e diminui
parametros relacionados ao estresse oxidativo.

Cicek (2023) descreveu que a presenca de vitamina C diminui os danos
causados em trutas arco-iris expostas a nanoparticulas de oxido de cobre, pois a

principal via de morte celular e danos no DNA acontecem por meio do estresse
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oxidativo. A acao antioxidante foi capaz de reverter a morte celular e alteracdes nas
expressdes génicas das trutas tratadas com o antioxidante.

Tuteja et al. (2021) investigaram a acdo antioxidante da vitamina C com o intuito
de neutralizar a toxicidade induzida pela presenca de arsénio em carpas, a
suplementacao de vitamina C resultou na menor absorcéo de arsénio nas branquias,
figado e rim dos peixes e diminuicdo das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa-S-
transferase.

Chen et al. (2022) utilizaram mondcitos, macréfagos e células IgM*B de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) para abordar e comparar se a vitamina C neutraliza 0s
efeitos imunotoxicoldgicos da exposicdo ao cobre, eles descreveram vitamina C
modula a acao antioxidante diminuindo o estresse oxidativo permitindo que as funcdes
celulares voltem ser normais em relacéo a viabilidade celular, resposta inflamatoria e
capacidade de realizar fagocitose.

Poli et al. (2022) avaliaram o efeito protetor da vitamina C em relagdo a
toxicidade do cadmio, um metal usado em baterias, refinarias e industria de plastico,
utilizando ratos Wistar machos. Os resultados demonstraram uma eficiente protecao
nos niveis celulares e tecidual, pois a presenca da vitamina C reduziu os danos

hepaticos, estresse oxidativo e a apoptose

1.3.9 Uso do zebrafish em estudos toxicoldgicos

O zebrafish (Danio rerio) (figura 3) tem emergido como um excelente modelo
para pesquisa em varias areas, dentre elas a farmacogenética, a neurologia e a
embriologia. Dentre as vantagens da utilizacdo deste peixe, podemos citar seu
desenvolvimento rapido, bem caracterizado e muito similar ao de outros vertebrados
(incluindo os humanos); desenvolvimento embrionario externo e transparente
protegido por um cérion também transparente, o que permite o facil monitoramento
das mudancas morfolégicas por estereomicroscopia (Legradi et al.,, 2015).
Adicionalmente, destaca-se o baixo custo de manutencdo dos animais e reduzido
tamanho dos embribes, bem como alta taxa de reprodugéo, o que o torna adequado
para experimentos de alto desempenho (Zon; Peterson, 2005). O genoma
completamente sequenciado do zebrafish, a similaridade genética e metabdlica aos
camundongos e humanos também se destacam quanto a possiveis extrapolacdes

para modelos vertebrados (Barbazuk et al., 2000).
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Figura 3 - Zebrafish

Fonte: Toledo (2015).

Os dados de toxicidade aquatica séo relevantes para avaliacdo dos riscos
ambientais e ecoldgicos de residuos de produtos quimicos e por isso a utilizacdo de
biomarcadores ou espécies biomarcadores fornecem informacdes relevantes sobre
0s poluentes. Nesse quesito o0 zebrafish se destaca por possibilitar a avaliacdo de
efeitos bioldgicos e moleculares induzidos pela presenca de substancias
(Falfushynska et al., 2022).

Utilizando essa espécie, podem-se realizar ensaios de toxicidade cardiaca,
hepética e neuroldgica (Sittaramane et al., 2015; Yang et al., 2017). A composi¢ao
hepatica do zebrafish ap6s 5 dias de desenvolvimento (estado larval) é semelhante
ao dos seres humanos. Com excecao das células de Kupffer, todas as outras células
do figado séo encontradas no zebrafish e essas células realizam as mesmas fungdes
em compara¢ao com os mamiferos, incluindo a secrecéo biliar, sintese de glicogénio,
insulina e armazenamento de lipidios. Os genes do zebrafish possuem muita
semelhanca com os humanos, tornando esse modelo animal Gtil para estudar os
mecanismos de toxicidade hepéatica (Goessling; Sadler, 2015).

As analises morfolégicas dos estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish,
avaliados pelo Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD, 2013), sao também
observagfes importantes na avaliacdo da toxicidade, pois possibilitam a detec¢éo de
possiveis alteracdes no desenvolvimento normal do organismo apds exposi¢do a
diferentes compostos. Durante todo o processo de embriogénese, é possivel avaliar
alteracdes no desenvolvimento, aproveitando a vantagem da transparéncia do cérion,

que facilita a visualizagdo das estruturas em formacéo. Nesse ensaio sdo avaliados
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parametros de letalidade, subletarlidade e teratogencidade, seguindo o protocolo 236
OECD (2013).

Nas ultimas décadas a utilizacdo de zebrafish para avaliagdo toxicolégica
possibilitou estudos que auxiliaram na compreensdo dos efeitos causados pela
exposicao de organismos as substancias quimicas. Cui et al. (2022) avaliaram de
forma toxicidade letal e de desenvolvimento causada por Mefentrifluconazol em
embrides, larvas e adultos de zebrafish. Os autores descreveram que a presenca do
composto altera a funcionalidade fisiol6gica dos animais em todos os estédgios de vida,
alteracdo na frequéncia de batimentos cardiacos e diminuicdo do crescimento
interferem diretamente na sobrevivéncia dos animais limitando sua capacidade natural
de fugir de predadores.

Huang et al. (2022) investigaram a toxicidade no desenvolvimento de embrides
de zebrafish expostos a concentracbes ambientais do fungicida imazalil e o seu
principal metabdlito da imazalil-M afim de desvendar os mecanismos que ocasionam
a intoxicacdo pelas substancias. A presenca das concentracdes dos fungicidas
causou impacto significativo no movimento espontaneo, diminuicdo na taxa de
eclosdo, menor frequéncia cardiaca e elevada presenca de cistos pericardicos
indicando que estes praguicidas representam riscos para a saude de organismos

aguaticos.
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Capitulo 2: Avaliacdo do possivel efeito protetor
da tetrahidrocurcumina e da vitamina C nos danos
oxidativos induzidos pela ivermectina em células
HepG2
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RESUMO

A ivermectina € um parasiticida de pouca especificidade, que atua contra ampla gama
de endo e ectoparasitas em animais domésticos e de produgdo. Seu modo de acao
acontece pela interacdo com o0 sistema nervoso central dos parasitas induzindo a
paralisia, seguida de morte. O fato de ser lipofilica faz com que residuos do composto
sejam armazenados no figado dos animais apO0s absorcdo cutanea, oral ou
intravenosa. A presenca de xenobioticos no organismo desencadeia uma série de
respostas fisioldgicas e metabdlicas e o estresse oxidativo, resultante da producao
excessiva de radicais livres associada a reducao da capacidade antioxidante, € um
dos danos mais sérios causados por essas substancias, podendo levar a morte
celular. A utilizagdo de substancias antioxidantes para amenizar os danos causados
por quimicos vem sendo cada vez mais estudada e aplicada nas pesquisas cientificas.
Entre os antioxidantes mais estudados temos a curcumina, 0 seu metabdlito
tetrahidrocurcumina e a vitamina C. As células HepG2 sédo derivadas de um
hepatoblastoma e representam um modelo eficiente para estudos hepaticos, pois
mantém caracteristicas semelhantes aos hepatocitos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os danos oxidativos induzidos pela IVM nas células HepG2 e a
possivel protecdo pela tetrahidrocurcumina (THC) e vitamina C. As células foram
tratadas com diferentes concentracdes de IVM (5 a 25 uM) e apés 24 ou 48h foram
determinadas as concentracdes de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG) e o estado oxidativo dos nucleotideos de piridina [NAD(P)H]. Para avaliar a
acao dos antioxidantes, as células foram previamente incubadas por 30 minutos com
50 uM de THC ou vitamina C e, em seguida, expostas a IVM. Apds 24 ou 48h foram
avaliadas a atividade metabdlica (MTT) e a producéo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERON). A razdo entre as concentragbes de GSH e GSSG foi afetada
pela presenca de IVM, sendo que no tempo de 24h houve reducdao significativa a partir
de 10 uM de IVM e ao estender o tempo para 48h essa reducéo foi observada a partir
de 7,5 uM de IVM. N&o houve alteracdo no estado oxidativo de NAD(P)H. A
citotoxicidade e a produgcdo de ERON induzidas pela IVM foram reduzidas pelo
tratamento prévio com a THC e a vitamina C. Os resultados demonstram que o dano
oxidativo induzido pela IVM é um fator determinante para a sua toxicidade e que a
THC e a vitamina C possuem capacidade de amenizar os efeitos causados pelo
praguicida nas células HepG2.
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2.1 INTRODUCAO

A IVM, um medicamento que atua contra varias espécies de parasitas e
vermes, é considerado um modulador alostérico positivo que abre os canais de ions
cloreto e inibe o canal do &cido y-aminobutirico (GABA) ocasionando a paralisia
seguida pela morte dos parasitas (Martin; Robertson; Choidhary, 2021).

O efeito citotoxico exercido pela IVM em células trofoblasticas humanas foi
descrito por Melo et al. (2022). Os autores utilizaram as concentragdes de 25, 50 e
100 ng/mL com exposi¢cdes de 24 ou 48 horas. Os autores descreveram alteracoes
na atividade metabdlica das células indicando que o uso de IVM pode afetar
parametros relacionados a manutencao e eficiente sinalizacao das células tornando
mais fragil a barreira materno-fetal.

Yang et al. (2019) utilizaram células HepG2 para avaliar a hepatotoxicidade da
IVM por meio da determinacgéo do potencial de membrana, quantificacdo do contetdo
de triglicerideos, imunoblotting e expressdo de mRNA. Os resultados demonstraram
que a IVM pode alterar o metabolismo lipidico hepatico caracterizando o figado como
um dos 6rgdos mais afetados pelo uso prolongado ou inadequado da substancia.

Zhou et al. (2021) utilizaram células cancerigenas colorretais para avaliar a
influéncia da IVM em relacdo a parametros de citotoxicidade e estresse oxidativo e
descreveram em seus resultados a inibicdo na proliferacdo celular, aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio e inducdo de apoptose.

A tetrahidrocurcumina (THC) € um metabdlito ativo da curcumina, um polifenol
extraido do acafrdo da india (Curcuma longa L.) e que possui muitas atividades
fisiologicas e farmacoldgicas como acdo antidiabética, prevencdo de carcinogénese,
melhora no sistema imunolégico, neuroprotecdo, efeito anti-inflamatério e atividade
antioxidante capturando os radicais livres (Zhu et al., 2023). Seu alto potencial
antioxidante ainda néo foi totalmente descrito e busca-se informac¢des sobre seu modo
de agéo.

Sabendo que as mitocondrias sdo as principais organelas envolvidas nas
reacoes bioldgicas oxidativas e que os cardiomidcitos (células musculares cardiacas)
sdo ricos em mitocéndrias, Chen et al. (2021) avaliaram o efeito cardioprotetor da THC
e observaram inibicdo da autofagia e apoptose no musculo cardiaco, demonstrando
de o fitoterapico € um candidato potencial para o tratamento das lesées no miocardio.

A vitamina C, também conhecida como acido L-ascorbico, desempenha papel

importante em muitas rea¢des bioquimicas incluindo a prote¢do contra o estresse
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oxidativo, doando elétrons para os radicais livres ou regenerando outros antioxidantes
como a GSH, além de desempenhar papel de protecdo celular contra lesdes
oxidativas (Mason et al., 2023). Nikjoo et al. (2023) descreveram que a suplementacao
de vitamina C melhorou a taxa de conversdo alimentar, melhorou o sistema
imunologico e a resisténcia dos peixes expostos ao inseticida diazinon demonstrando
gue sua capacidade de protecdo ndo se limita apenas a acao antioxidante.

A utilizagao de modelos alternativos ao uso de animais vem crescendo no meio
cientifico nos ultimos anos e, devido ao seu baixo custo e facilidade de uso, as células
HepG2 se tornaram um modelo experimental ideal para avaliacdo da hepatotoxicidade
induzida por compostos quimicos, possibilitando estudos toxicolégicos e de
alternativas para a reducao dos danos gerados ao figado (Yang et al., 2023).

Desse modo, neste capitulo avaliamos o potencial efeito protetor da THC e da
vitamina C sobre a citotoxicidade e os danos oxidativos induzidos pela IVM utilizando

como modelo experimental as células HepG2.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Reagentes

A IVM (18898), THC (SMB00370) e a vitamina C (A92902) foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda e todos os demais reagentes utilizados neste
estudo foram adquiridos com o mais alto grau de pureza. As concentracdes de IVM
utilizadas foram de 5; 7,5; 10 e 25 uyM e para os antioxidantes THC e vitamina C a

concentracéo foi padronizada em 50 pM.

2.2.2 Cultura das células HepG2

As células HepG2 (American Type Culture Collection, n° HB8065) foram
mantidas em Meio "Minimum Essential Medium" (MEM) contendo L-glutamina 2 mM
e sais de Earle ajustado com 1,5 g/L de bicarbonato de sédio, aminoacidos néo-
essenciais 0,1 mM e piruvato de sédio 1 mM, suplementado com 10% de soro bovino
fetal, penicilina G 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pug/mL, em frascos de cultura, em
estufa climatizada com atmosfera contendo 5% de CO:2 e temperatura de 37°C.

Antes do plagueamento das células foi realizada a avaliagdo da viabilidade
celular pelo teste de exclusdo com o corante Azul de Tripan a 0,25%, sendo que 0s
experimentos foram realizados com cultivo de células que apresentavam uma

viabilidade = 90% no momento do plaqueamento (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema representativo do cultivo celular.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

2.2.3 Parametros associados ao estresse oxidativo
2.2.3.1 Determinacao das concentracdes de GSH e GSSG

A concentracdo de GSH foi determinada por uma reacéo fluorimétrica com o-
ftalaldialdeido (OPT), conforme representado na Figura 5 (Hissin; Hilf, 1976). As
células HepG2 foram cultivadas a uma densidade de 1 x 10° células/mL e entdo
incubadas com as diferentes concentracdes de IVM. ApGs o tratamento, 0 meio de
cultura foi removido e as células suspensas em 1 mL de DMEM e tratadas com 0,5
mL de &cido tricloroacético a 13% (v/v). A mistura foi agitada e centrifugada a 10.000
x g por 5 min. Aliquotas (100 pL) do sobrenadante foram misturadas com 1,8 mL de
tamp&o NaH2PO4 100 mM, pH 8,0 contendo EDTA 5 mM. Em seguida, 100 puL de uma
solucdo de OPT (1 mg/mL) foram adicionados, a mistura foi mantida no escuro e a
fluorescéncia medida 15 min mais tarde nos comprimentos de onda de 350 e 420 nm,
para excitacdo e emissdo, respectivamente, usando um Espectrofluorimetro RF-
5301PC (Shimadzu, Tokyo, Japan).

Para a determinacdo da concentracdo de GSSG, 250 yL do sobrenadante
inicial foram tratados com 250 pL de N-etilmaleimida 0,04 M e a mistura submetida ao
mesmo procedimento usado acima para o ensaio de GSH, exceto que uma solugao
de NaOH 1 M foi usada como diluente. As concentragdes de GSH e GSSG foram

determinadas por meio de uma curva padrao.
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Em ambos os casos foi utilizado o terc-butil-hidroperéxido (t-BOOH) (250 yM)
para induzir a producdo de ERON (controle positivo), pois conforme descrito por

Cesquini et al. (2003) o t-BOOH é capaz de causar danos oxidativos.

Figura 5 - Esquema representativo da determinacéo das concentracoes de GSH e
GSSG.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

2.2.3.2 Avaliacao do estado redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

As células HepG2 foram cultivadas a uma densidade de 1 x 10° células/mL e
entdo incubadas IVM. O meio de cultura foi removido e as células suspensas em 2 mL
de meio composto de sacarose 125 mM, KCI 65 mM e Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2.
Em seguida, as amostras foram monitoras fluorimetricamente usando comprimentos
de onda de 366 e 450 nm, para excitacdo e emissao respectivamente, em fenda de 5
nm (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema representativo da determinagéao do estado redox de NAD(P)H.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

2.2.4 Potencial atividade protetora da tetrahidrocurcumina e da vitamina C
contra os efeitos da IVM
2.2.4.1 Efeito sobre a atividade metabdlica

A viabilidade celular foi avaliada por meio da medida da atividade metabdlica
das células usando o corante brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5 difenil tetrazdlio
(MTT), de acordo com Denizot e Lang (1986) (Figura 7). As células HepG2 foram
plagueadas a uma densidade de 2 x 102 células/mL e expostas a 50 uM de THC ou
vitamina C 30 minutos antes do tratamento com a IVM. As células foram
subsequentemente incubadas com uma solucdo de MTT a 0,5% (5 mg/mL) numa
atmosfera contendo 5% de CO2 a 37°C durante 3 h. Apds este periodo, 0 meio nos
pocos foi descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em uma
solugcdo de DMSO em tampéao de glicina 0,2 M, pH 10,2. A absorvéancia final foi
avaliada a 570 nm de comprimento de onda num leitor de microplacas. Os resultados

foram apresentados como a diferenca percentual em relacdo ao grupo controle.
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Figura 7 - Esquema representativo da avaliacdo do efeito da THC e da vitamina C
sobre a atividade metabdlica das células HepG2.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

2.2.4.2 Efeito sobre a producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON)

A producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) foi avaliada
usando a sonda fluorescente 5,6-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato,
acetil éster (CM-H2DCFDA) (Chernyak et al., 2006) (Figura 8). As células HepG2
foram cultivadas a uma densidade de 1 x 10° células/mL e expostas a 50 uM de THC
ou vitamina C 30 minutos antes do tratamento com a IVM. Ao completar o periodo de
exposicao, as ceélulas foram incubadas com uma solu¢cdo de CM-H2DCFDA 2 mM, a
37°C durante 1 h. A fluorescéncia do CM-H:DCFDA foi medida utilizando um
espectrofluorimetro modelo RFPC 5301 (Shimadzu, Toquio, Jap&o), nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 503 e 528 nm, respectivamente.
Os resultados foram apresentados como a diferenca em relagdo ao grupo controle.
Uma solucao de terc-butil-hidroperoxido (250 uM) foi usada para induzir a producao

de ERON (controle positivo).
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Figura 8 - Esquema representativo da avaliacdo do efeito da THC e da vitamina C
sobre a producao de ERON nas células HepG2.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

2.2.5 Analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos com pelo menos 3 repeticdes
biolégicas de cada modelo experimental. A significAncia estatistica dos dados
experimentais foi avaliada pela andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas por meio do teste de Dunnet ou Tukey. Os resultados com valor de P <
0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O programa utilizado foi o
Graphpad Prism, verséo 5.0 para o Windows, da Graphpad Software (San Diego, CA,
USA).

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Concentracbes de GSH e GSSG

Como pode ser observado, a IVM reduziu a quantidade de GSH na exposicao
das células a 25 pM no tempo de 24h e ao aumentar o tempo para 48 h a reducao
iniciou em 7,5 uM, permanecendo menor nas concentracdes de 10 e 25 uM. Em
relacdo a GSSG, ndo houve diferenca em nenhuma das condi¢cbes testadas. Ao
determinar a razdo entre as concentracoes de GSH e GSSG, observa-se que apos
24h de exposicao a IVM induziu dano oxidativo a partir da concentragao de 10 uM e
ao aumentar o tempo de exposicdo para 48h o dano oxidativo comecgou a partir de 7,5
KM, conforme demonstrado na Figura 9. Nos dois tempos analisados observamos um
efeito dose-dependente, pois ao aumentar concentracdo de IVM os efeitos citotdéxicos

foram maiores.
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Figura 9 - Razdo entre as concentracoes de GSH e GSSG (GSH/GSSG) nas células
HepG2 apds exposicao a diferentes concentracdes de ivermectina (5 a 25 uM) por 24
h (A) e 48 h (B). Os graficos representam a média + EPM de 3 repeticbes do
experimento com diferentes culturas de células. *Estatisticamente significante em
relacdo ao controle (P < 0,05). C = controle com adicao de 0,1% (v/v) de DMSO; t-
BOOH = controle positivo com adi¢cdo de terc-butil-hidroperdxido 250 uM, atuando
como agente indutor do estresse oxidativo.
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Fonte: elaborada pela autora.

2.3.2 Estado redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)
De acordo com os resultados apresentados na Figura 10, a IVM néo induziu a
oxidacdo de NAD(P)H, independente da concentracdo de IVM e do tempo de

incubacéo.
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Figura 10 - Estado oxidativo de NAD(P)H nas células HepG2 ap0s exposicao a
diferentes concentracdes de ivermectina (5 a 25 uM) por 24 h (A) e 48 h (B). Os
gréaficos representam a média £+ EPM de 3 repeticdes do experimento com diferentes
culturas de células. *Estatisticamente significante em relacdo ao controle (P < 0,05).
C = controle com adi¢céo de 0,1% (v/v) de DMSO; t-BOOH = controle positivo com
adicdo de terc-butil-hidroperéxido 250 pM.
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Fonte: elaborada pela autora.

2.3.3 Atividade metabdlica das células

A atividade metabolica das células foi monitorada utilizando o ensaio de MTT,
onde a quantidade de sal de formazam formado ao final do ensaio € proporcional ao
metabolismo celular. Conforme demonstrado na Figura 11, a IVM reduziu a atividade
metabdlica das células em todas as concentracdes e tempos de incubacao testados,
enquanto a THC e a vitamina C foram capazes de proteger as células contra a

citotoxicidade induzida pela IVM.
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Figura 11 - Efeito protetor da THC e vitamina C na atividade metabdlica das células
HepG2 apss exposicao a diferentes concentracfes de ivermectina (5 a 25 uM) por 24
h (A) e 48 h (B). Os graficos representam a média + EPM de 4 repeticbes do
experimento com diferentes culturas de células. *Estatisticamente significante em
relacdo ao controle; #Estatisticamente diferente da ivermectina (P < 0,05). C =
controle, apenas 0,1% (v/v) de DMSO.
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Fonte: elaborada pela autora.

2.3.4 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERON)

A IVM induziu um aumento na producdo de ERON em todas as concentracdes
e tempos de incubacéo testados (Figura 12). Observa-se que a THC e vitamina C
foram capazes de reduzir significantemente o acimulo de ERON induzido pela IVM.
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Figura 12 - Efeito protetor da THC e vitamina C no acumulo de ERON das células
HepG2 apss exposicao a diferentes concentracfes de ivermectina (5 a 25 uM) por 24
h (A) e 48 h (B). Os graficos representam a média + EPM de 3 repeticbes do
experimento com diferentes culturas de células. *Estatisticamente significante em
relacdo ao controle; #Estatisticamente diferente da ivermectina (P < 0,05). C =
controle, apenas 0,1% (v/v) de DMSO.
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Fonte: elaborada pela autora.

2.4 DISCUSSAO

Mansano (2022) descreveu em seu trabalho que a exposicdo das células
HepG2 a diferentes concentracbes de IVM é capaz de causar diminuicdo da
proliferacéo celular e da atividade metabdlica, alteracdes na integridade da membrana
celular e mudancas nos parametros mitocondriais como reducédo da sintese de ATP e
dissipacdo do potencial de membrana, além do acumulo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERON). Nossos resultados sugerem que o estresse oxidativo é
uma das vias que geram a citotoxicidade nas células HepG2 expostas a IVM, pois a
razao entre GSH e GSSG apresentou diminuicdo apds exposicao durante 24 e 48 h
as maiores concentracdes de IVM, demonstrando sua acdo direta no sistema
antioxidante. Ao avaliar a capacidade da THC e vitamina C atuarem na protecao
celular, constatamos que as células previamente incubadas com os antioxidantes por
30 minutos antes da exposicdo a IVM apresentaram melhor atividade metabdlica e
menor produ¢cdo de ERON amenizando os danos citotoxicos.

As mitocondrias sdo organelas dindmicas, com diversas func¢des celulares
incluindo controle do metabolismo, homeostase, morte celular, inflamagédo e o
equilibrio da funcionalidade mitocondrial € importante pois qualquer disfuncéo leva ao
acumulo de mitocondrias defeituosas que produzem ERON altamente reativas e

instaveis que induzem o estresse oxidativo pelo desbalanceio entre a quantidade de
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radicais livres e a capacidade de atuacdo do sistema antioxidante (Prajapati et al.,
2020).

Os resultados deste trabalho indicam que a toxicidade induzida pela IVM esta
associada ao dano sobre o sistema antioxidante celular pois observou-se a reducéo
na razdo GSH/GSSG a partir de 10 UM nas células expostas ao praguicida durante 24
horas e ao aumentar o tempo de exposicao para 48 horas a reducéo foi significativa a
partir de 7,5 pM. A GSH é uma biomolécula constituinte do sistema de homeostase
redox intracelular, sendo a primeira linha de defesa contra a producdo de radicais
livres provenientes da presenca de xenobiodticos, uma vez que a enzima glutationa
peroxidase é responsavel pela remocao de peroxido de hidrogénio (H202) de forma
direta usando como substrato a GSH, que por sua vez € oxidada originando a GSSG
(Zhu et al., 2021).

Lozano et al. (2021) utilizaram Prochilodus lineatus, popularmente conhecido
como Curimbatd, para investigar alteracdes bioquimicas em peixes expostos a baixas
concentracbes de IVM e constataram que a acdo enzimética da glutationa S-
transferase (GST) nas branquias foi reduzida de maneira significativa. Este efeito pode
estar relacionado a diminuicdo da quantidade de GSH considerando que durante o
processo de desintoxicacdo a GSH é convertida em GSSG e a menor disponibilidade
de GSH reduz automaticamente a acdo da GST. Nossos resultados estdo de acordo
com o descrito pelos autores pois o0s niveis de GSSG foram 10x maiores nas células
expostas ao tempo de 48h quando comparado com 24h indicando maior converséo
de GSH em GSSG e isso fez com que a razdo GSH/GSSG fosse 10x menor apos
48h.

Ogueji et al. (2020) confirmam parcialmente o que observamos nas células
HepG2, pois em estudo utilizando Clarias gariepinus, conhecido como Bagre-africano,
para avaliar os parametros bioquimicos para determinar as consequéncias da
exposicdo aguda a IVM, eles avaliaram a atividade das enzimas antioxidantes
glutationa redutase (GR), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),
catalase (CAT) e biomarcadores gerais de estresse, como glicose sérica, proteina,
fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Eles descreveram aumento na atividade em todas as
enzimas antioxidantes, indicando a capacidade da SOD de conter a atividade dos
radicais e ajudar a manter a integridade da membrana celular através de captacéo de

‘02 formando H202, a GPx catalisa a reagéo no combate de radicais livres utilizando
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0 H202 reduzindo-o a 2 H20 em que duas moléculas de GSH sé&o oxidadas formando
a molécula de GSSG ligadas por uma ponte dissulfeto. Entretanto, o aumento da GR
deveria completar a agdo ciclica do sistema antioxidante convertendo GSSG em GSH
utilizando NAD(P)H mas nao foi isso que observamos, pois nossos resultados nao
foram significativamente diferentes do controle em nenhum tempo e concentracdes
testadas.

Em estudo prévio realizado em pelo nosso grupo de pesquisa, foi avaliada a
capacidade da THC em amenizar a toxicidade induzida pelo inseticida diazinon (DZN)
em células HepG2 (Miranda et al., 2023). Os resultados demonstraram que a prévia
incubacdo com THC reduziu a quantidade de ERON produzidas e consequentemente
a viabilidade das células foi melhorada.

A acgédo antioxidante da THC é estudada e descrita na literatura por diversos
autores (Okada et al., 2001; Karthikesan; Pari; Menon, 2010; Sangartit et al., 2016;
Kim et al., 2020; Zhu et al., 2022) demonstrando a importancia da utilizacdo deste
composto natural para minimizar os danos gerados pelo estresse oxidativo. A acao
protetora da THC também foi confirmada em relac@o a citotoxicidade induzida pela
IVM, pois a reducéo da atividade metabdlica das células HepG2 foi amenizada com a
incubacdo da THC antes da exposicdo as diferentes concentracdes de IVM nos
tempos de 24 e 48h. Essa protecdo pode estar relacionada a acdo antioxidante da
THC, constatada pela reducéao na producao de ERON estimulada pela IVM.

O efeito hepatoprotetor exercido pela vitamina C é descrito por Aumailley et al.
(2022), Ali et al. (2022), Zeng et al. (2020), Han et al. (2019) indicando que a acao
antioxidante é eficiente em relacdo a diferentes compostos e tempos de exposicao.
Ao analisar a capacidade protetora em relagdo as concentracdes testadas de VM,
observamos que houve melhora na atividade metabdlica celular e redu¢éo no acamulo
de ERON nas células tratadas previamente com vitamina C nos tempos de 24 e 48h.

Nossos resultados vao ao encontro ao que foi descrito por Li et al. (2023), os
quais utilizaram tetraclorobenzoquinona, um metabalito ativo do pentaclorofenol, que
estimula o acumulo de ERON, para desencadear a apoptose e identificar e
estabelecer uma base tedrica sobre a eficiéncia da vitamina C. Eles observaram que
a vitamina C foi capaz de atenuar a apoptose em células HepG2, pois a geracéo de
radicais livres foi menor e houve melhora na viabilidade celular.

De modo geral, os resultados apresentados neste trabalho indicam que a

utilizacdo dos antioxidantes THC e vitamina C sdo capazes de amenizar os danos
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celulares causados pela exposicao a IVM sugerindo que ambos possam ser utilizados

estrategicamente como forma de prevencéo aos efeitos hepaticos induzidos pela IVM.

2.5 CONCLUSAO

As descobertas deste trabalho revelam que o dano oxidativo causado pela
presenca de IVM pode estar relacionado a toxicidade induzida pela substancia nas
células HepG2. Ainda, que a THC e a vitamina C podem amenizar a producdo de
ERON e a citotoxicidade induzidas pela IVM.
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Capitulo 3: Toxicidade da ametrina e da clomazona,
iIsoladas ou combinadas, em zebrafish




RESUMO

A ametrina (AMT) e a clomazona (CLZ) séo herbicidas utilizados para o controle de
ervas daninhas em diversas plantacdes e se destacam principalmente pelo uso em
canaviais. Devido a alta solubilidade em agua ambos sédo potenciais poluidores
ecolégicos, sendo os ambientes aquaticos os mais afetados. O objetivo deste estudo
foi avaliar as possiveis alteracfes no desenvolvimento de embrides e nas atividades
das enzimas acetilcolinesterase (AChE), fosfatase alcalina (ALP), aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) durante o desenvolvimento
embrio-larval de zebrafish, para elucidar os mecanismos de toxicidade dos herbicidas
isolados e o efeito da mistura entre os dois. O desenvolvimento embrionario foi
avaliado utilizando o protocolo Fish Embryo Toxicity (FET), com 20 embrides expostos
a concentragdes de 0,1; 3,7; 6; 20 ou 60 pg/L de AMT, 0,1; 6; 20; 36 ou 167 ug/L de
CLZ ou uma combinac¢ao de ambos (AMT 0,1 pg/L + CLZ 0,1 pg/L, AMT 6 pg/L + CLZ
36 pg/L, AMT 3,7 ug/L + CLZ 167 ug/L) e a incidéncia de anomalias foi avaliada por
meio da analise de microfotografias. Os ensaios enzimaticos foram realizados com 30
larvas expostas durante 96 horas pés fecundacédo a ametrina, clomazona ou mistura
nas concentracdes citadas anteriormente. A significAncia estatistica dos dados
experimentais foi avaliada pela analise de variancia e as médias foram comparadas
por meio do teste de Dunnet ou Tukey. Foi observada uma redugéo significante na
inflacdo da bexiga natatéria das larvas em concentracdes a partir de 0,1 pg/L de AMT
e 36 pg/L de CLZ, enquanto a mistura dos herbicidas apresentou efeito antagonico,
minimizando os danos induzidos pelos herbicidas isolados. Ndo foram observadas
diferencas significantes em outros parametros avaliados, incluindo coagulacéao do ovo,
edema pericardico e edema do saco vitelinico. Houve reducdo significante na
atividade da AChE em larvas expostas aos herbicidas isoladamente, porém a mistura
dos dois minimizou os danos neuroldgicos. Observou-se um aumento significante na
atividade das enzimas AST e ALT a partir de 6 pg/L de AMT e 20 ug/L de CLZ,
enguanto para a ALP o aumento foi observado a partir de 3,7 ug/L de AMT e 20 ug/L
de CLZ. A mistura dos dois herbicidas também apresentou efeito antagbnico sobre as
atividades das enzimas hepéaticas. Nossos resultados demonstram que o0s danos
neuroldgicos e hepéticos sdo vias importantes da toxicidade exercida pelos herbicidas
AMT e CLZ e gue a exposicdo aos dois simultaneamente causa antagonismos
reduzindo os efeitos toxicos gerados. Apesar da mistura entre os dois minimizar as
alteracdes enzimaticas, as consequéncias do uso dos herbicidas AMT e CLZ ainda
Sao preocupantes.
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3.1 INTRODUCAO

O Brasil tem uma extensa area territorial com muita variabilidade nas condicdes
climaticas, sendo sua &rea produtiva de mais de 72 milhdes de hectares e um volume
total de 284,4 milhbes de toneladas de grdos para a safra 2021/2022, porém,
associado a alta produtividade, temos a utilizacdo de uma ampla e constante gama
de praguicidas (Souza et al., 2023).

E comum a utilizacdo de herbicidas para minimizar as perdas agricolas
oriundas da competicao das ervas daninhas com a cultura produzida, apesar do Brasil
ser referéncia em boas praticas no uso de praguicidas, em diversos locais € realizado
0 uso inapropriado dos herbicidas devido ao desconhecimento dos protocolos
adequados e necessidade de controle das pragas. Como consequéncia do uso
inadequado ha o risco de polui¢do dos sistemas aquaticos, uma vez que o destino dos
residuos de praguicidas sao influenciados por diversos fatores e esses entram em
contato com a agua por meio de deriva, escoamento superficial, lixiviagdo ou
aplicacédo direta na 4gua (Shuman-Goodier; Propper, 2016; Souza et al., 2024).

A ametrina (AMT) é um dos herbicidas mais utilizados nas culturas canavieiras
brasileiras, podendo ser aplicada pré e pés emergéncia inicial para o controle de ervas
daninhas mono e dicotiledbnias (Silva et al., 2016). A Agéncia de Protecdo Ambiental
classifica a AMT como praguicida de Toxicidade Ill, que € levemente téxica, sendo
moderadamente toxica para peixes, altamente tdxica para crustaceos e moderada a
altamente toxica para moluscos (Jacomini et al., 2009).

O herbicida clomazona (CLZ), utilizado no controle de plantas daninhas e
gramineas anuais de folha larga, € altamente solUvel em agua refletindo seu potencial
impacto de contaminacédo de rios e afluentes (Stevanovic et al., 2021). No corpo da
planta, tem acdo sistémica e é absorvida pelas raizes inibindo a formacéo de
pigmentos fotossintéticos induzindo a morte das plantas daninhas. Acredita-se que a
toxicidade da CLZ em animais esteja associada a sua capacidade de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (Fagundes et al., 2015).

Estudos revelam que diferentes quantidades de residuos de ametrina e

clomazona foram detectadas em agua de rios, conforme descrito na Tabela 2:



Tabela 2 - Revisao de literatura sobre a quantificacdo de ametrina e clomazona.

Ametrina
_ Tempo apos
Autor Ano Local Quantidade
aplicacéao
Botelho et al. 2015 Americana 0,1e 0,5ug/L | Nao identificado
Botelho et al. 2015 Piracicaba lel5pug/L N&o identificado
Machado et al. 2016 Séo Paulo 0,27 pg/L N&o identificado
Junior e Rodrigues 2021 Norte de Pernambuco 0,7 pg/L N&o identificado
United States
Environmental Protection 2014 Estados Unidos 3,7 ug/L N&o identificado
Agency
Echeverria-Saenz,
Spinola-Parallada e Soto 2021 Costa Rica 20 pg/L N&o identificado
CETESB 2019 Séo Paulo 0,1 pg/L N&o identificado
Fio Cruz 2020 Sugere um valor maximo permitido de 6 pg/L
Ministério da Saude 2017 Limite maximo permitido 120 ug/L
Ministério da Saude 2021 Limite maximo permitido 60 pg/L
Clomazona
Tempo apés
Autor Ano Local Quantidade _
aplicagcao
Brum et al. 2013 Santa Catarina 6 pg/L N&o identificado
Zanella et al. 2002 Rio Grande do Sul 441 ug/L 1 hora
Zanella et al. 2002 Rio Grande do Sul 250 pg/L 7 dias
Zanella et al. 2002 Rio Grande do Sul 20 pg/L 14 dias
Zanella et al. 2002 Rio Grande do Sul 3,1 ug/L 21 dias
Zanella et al. 2002 Rio Grande do Sul 1,9 po/L 28 dias
Correia, Carbonari e
Velini 2020 Distrito Federal 4,1 pg/L Né&o identificado
United States
Environmental Protection 2009 Estados Unidos 167 pg/L N&o identificado
Agency
CETESB 2019 Sao Paulo 0,1 pg/L N&o identificado
Fio Cruz 2020 Sugere um valor maximo permitido de 36 pg/L

Ministério da Saude

N&o define limite maximo permitido

*Em destague as concentrag@es utilizadas neste estudo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento significativo na preocupacao
com 0s impactos ambientais decorrentes do uso de praguicidas. A poluicdo dos
ecossistemas aquaticos resultante da aplicacéo excessiva desses produtos quimicos,
representa uma ameaga a saude humana e animal (Wang et al., 2024). Neste
contexto, o zebrafish se destaca como um modelo biolégico para estudos
toxicoldgicos sendo frequentemente utilizado para identificar os danos gerados apos
exposicdo a residuos de compostos de diferentes classes, pois, em comparacdo com
os mamiferos, o ciclo de investigacdo € reduzido considerando que em cada
acasalamento séo produzidos entre 50-200 embrides e se tornam adultos com apenas
3 meses (Wan et al., 2024). Outro fator importante é a semelhanca de até 87% do
genoma e Orgdos humanos, permitindo estudo embrionario in vivo devido a
transparéncia dos embrides que podem ser observados utilizando microscopio
(Konantz et al., 2019).

As larvas do zebrafish possuem os principais 6rgdos desenvolvidos e
funcionais com apenas cinco dias de vida, sendo a fisiologia das larvas semelhantes
as caracteristicas do metabolismo dos mamiferos desde absor¢éo, metabolismo e
excrecdo de substancias exdgenas, propiciando um conjunto experimental completo
capaz de gerar dados biologicamente relevantes com maior rapidez (Fukushima et al.,
2020).

Desse modo, neste capitulo avaliamos as alteracdes no desenvolvimento
embrionario e na atividade enzimatica da acetilcolinesterase, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina induzidas pelos
herbicidas ametrina e clomazona, de forma isolada ou misturados, utilizando como
modelo experimental embrides e larvas de zebrafish para elucidacéo da capacidade
embriotdxica, além dos danos neurais e hepéticos ocasionados pela presenca dos

herbicidas.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Reagentes

Os herbicidas ametrina (45321) e clomazona (46120) foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Todos os demais reagentes a serem utilizados

neste estudo serdo adquiridos com o mais alto grau de pureza.
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3.2.2 Manutencéo dos Peixes

Os ensaios empregando zebrafish propostos neste projeto foram submetidos a
aprovacgdo do Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB-Unesp). O zebrafish (D. rerio) foi mantido no Biotério de
Zebrafish da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX). Os adultos foram
mantidos em sistema com agua em condi¢des padréao (pH 7,5 + 0,5, temperatura 26
+ 1°C, oxigénio dissolvido a 95%, saturagdo e condutividade 750 = 50 us/cm,
fotoperiodo de ciclo claro / escuro de 14:10 h), alimentados diariamente com racéo
comercial (Figura 13). Os ovos foram rotineiramente obtidos e os criadores de
zebrafish foram montados em aquéario de 1 L na propor¢ao de 2:1 de macho / fémea
e quando a luz se acendia de manha (inicio de fotoperiodo claro), os peixes eram
deixados a desovar por periodo de aproximadamente 1 h, em seguida os ovos foram
coletados e lavados em agua de osmose reversa autoclavada. Ovos fertilizados
durante o estagio de blastula (4-64 / célula) foram selecionados aleatoriamente em
estereomicroscépio para 0s experimentos subsequentes.

A eutanasia dos animais foi realizada de acordo com o “Guideline for Use of
Zebrafish” do National Institute of Health (2009) e Resolugdo Normativa n° 37 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), 2018. Para os
animais entre 1 e 4 dias pés-fertilizacdo, a eutanasia foi realizada por imersdo em
nitrogénio liquido. Segundo a Resolugcdo Normativa n° 37 do CONCEA, o
congelamento pela imersdo em nitrogénio liquido € uma forma de eutanasia

recomendada para peixes de pequeno porte (que ndo ultrapassam 200 mg).

Figura 13 - Esquema representativo da manutencao dos peixes adultos.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

» Oxigénio dissolvido a 95%
» Fotoperiodo de ciclo claro/
escuro de 14:10 h

+ Alimentacao diaria
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3.2.3 Teste de toxicidade aguda nos estagios embrio-larvais de zebrafish

O teste preliminar de toxicidade aguda seguiu as instru¢des do Fish Embryo
Toxicity (FET) test, OECD (2013) e Nagel (2002). Os ovos viaveis foram selecionados
e dispostos em placas de 24 pocos, sendo um ovo por pogo contendo 1 mL da
solucéo-teste e dos controles positivo (3,4-dicloroanilina 4 mg/L), negativo (agua de
diluicdo) ou de solvente (se necessario), totalizando 24 embrides por placa e 1 placa
por tratamento. As placas foram mantidas em incubadora a 27,5°C (fotoperiodo ciclo
claro/escuro 13:11h); todos os dias os embrides foram observados em microscopio
invertido (Motic®, AE2000) com camera e avaliados os indicadores de letalidade e
subletalidade até atingirem 144 horas poés-fertilizacéo (hpf). Para isso, apds 144 hpf,
os embrides utilizados no FET, foram anestesiados em banho de imersdo com 168
Mg/mL de benzocaina (preparada em agua destilada) por 4 min ou até completa
imobilizacédo e imediatamente fotografados para avaliacdo da incidéncia de anomalias,
utilizando a lupa Olympus mvx10 com o auxilio de lentes X-citem120 LED e do
software Olympys cellsens dimentions. A distin¢cao entre desenvolvimento embrionario
normal e anormal foi estabelecida pela embriogénese de Danio rerio descrita por

Kimmel et al. (1995). Conforme demonstrado na Figura 14.

Figura 14 - Esquema representativo do FET test.

Mistura /
/

-
Ametrina }
— - ==\ Clomazona %
( Vg
\ _‘\_\7 \W

b
A= CEEN

Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

3.2.4 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE)
Para cada substancia testada, foram utilizados homogenatos de 30 embrides

previamente expostos a ametrina e clomazona, isoladas ou combinadas, por 96 hpf.
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O procedimento utilizado desenvolvido por Ellman et al. (1961) e adaptado
posteriormente para microplacas (Gravato et al., 2014) e esta brevemente descrito a
seguir: inicialmente foi realizada a homogeneizagdo com 500 pL de tampéo fosfato
0,1 M (pH 7,2) a 4°C e posterior centrifugacdo a 3.300 g por 3 min a 4°C. O
sobrenadante foi incubado com o substrato acetilcolina e a atividade enzimatica
avaliada por espectrofotometria no comprimento de onda de 412 nm, utilizando o
espectrofotometro com leitor de microplacas (Synergy™ HTX, BioTek) (Figura 15).
Como controle positivo foi utilizado o organofosforado Diclorvos (CAS: 62-73-7,
pureza 98,9%) a 50 uM.

Figura 15 - Esquema representativo da determinagéo da atividade da AChE.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

3.2.5 Biomarcadores de hepatotoxicidade

Os niveis de atividade das enzimas marcadoras de dano hepatico foram
medidos de acordo com a metodologia descrita por Zhao et al. (2019), com
adaptacdes realizadas por Muniz et al., 2021. Grupos de embrides de zebrafish foram
expostos a diferentes concentracdes dos herbicidas em placas de 24 pocgos (1
mL/poc¢o) por 96h. ApGs a exposicdo, as larvas foram coletadas e distribuidas em
microtubos contendo agua destilada gelada, na proporgao de 1 larva para cada 50 yL
de agua. Posteriormente, as larvas foram maceradas mecanicamente com um pistilo
e centrifugadas (10.000 g, por 20 min) para obtencdo do sobrenadante pos-
mitocondrial, que foi utilizado para determinar o teor de proteinas sollveis e a
atividade das enzimas. O teor de proteinas sollveis foi medido seguindo o método de
Bradford (1976) e as atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST),

alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), medidas usando kits de
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diagnéstico baseados em espectrofotometria (Bioclin, Belo Horizonte, MG) de acordo

com as instrucdes do fabricante (Figura 16).

Figura 16 - Esquema representativo dos biomarcadores hepaticos.
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Fonte: BioRender.com, elaborada pela autora.

3.2.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos com pelo menos 3 repeticoes
biolégicas de cada modelo experimental. A significancia estatistica dos dados
experimentais foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas por meio do teste de Dunnet ou Tukey. Os resultados com valor de P <
0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O programa utilizado foi o
Graphpad Prism, verséo 5.0 para o Windows, da Graphpad Software (San Diego, CA,
USA).

3.3 RESULTADO
3.3.1 Teste de toxicidade aguda
3.3.1.1 Desenvolvimento

O indice de desenvolvimento pode ser calculado por meio da porcentagem de
desenvolvimento dos embrifes apos a fecundacgéo. O desenvolvimento dos embribes
expostos as diferentes concentracdes de ametrina, clomazona ou da mistura nao foi
afetado negativamente, pois ndo houve diferenca significante em relagcdo ao controle

negativo, conforme demonstrado nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17 - Desenvolvimento de embrides de zebrafish apds exposicéo a diferentes
concentracdes de ametrina (0,1 a 60 pg/L), clomazona (0,1 a 167 pg/L) ou mistura dos
dois herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 144 horas pos fecundacéao (hpf).
Os gréficos representam a média £+ EPM de 6 repeticdes do experimento com
diferentes embrides. Controle negativo = apenas agua.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 18 - Analise comparativa do desenvolvimento de embrifes de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentracfes de ametrina ou clomazona e da mistura dos
dois herbicidas durante 144 horas pos fecundacéao (hpf). (A) ametrina (0,1 pg/L),
clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pg/L de ametrina + 0,1 pug/L de clomazona); (B),
ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina + 36 pg/L de
clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7 pg/L de
ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a média + EPM de 6
repeticbes do experimento com diferentes embrides.
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Fonte: elaborada pela autora.

3.3.1.2 Bexiga inflada
A bexiga natatéria nos peixes é de fundamental importancia, pois permite que
realizem nado eficiente para obtencao de alimento e fuga de predadores sendo a nao

inflacdo um indicio de ecotoxicidade. Ao analisar a inflagdo da bexiga em larvas com
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144 hpf observou-se reducao significante nos embrides expostos a ametrina em todas
as concentragdes testadas (0,1; 3,7; 6; 20 e 60 ug/L). Efeitos semelhantes foram
observados nos embrides expostos as concentracdes de 36 e 167 ug/L de clomazona,
engquanto a mistura dos herbicidas nao afeitou este parametro (Figuras 19 a 23).

Figura 19 - Inflacdo da bexiga natatdria de embrides de zebrafish apds exposicéo a
diferentes concentracfes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a 167 pg/L) ou
da mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 ug/L) durante 144 horas pos
fecundacdo (hpf). Os graficos representam a média + EPM de 6 repeticbes do
experimento com diferentes embrides. *Estatisticamente significante em relacado ao
controle (P < 0,05). Controle negativo = apenas agua.
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Figura 20 - Analise comparativa da inflacdo da bexiga natatoria de embribes de
zebrafish apds exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e da
mistura dos dois herbicidas durante 144 horas p6s fecundacéo (hpf). (A) ametrina (0,1
pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pug/L de ametrina + 0,1 pg/L de clomazona);
(B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina + 36 pg/L
de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7 pg/L de
ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a média + EPM de 6
repeticdes do experimento com diferentes embriées. “Estatisticamente significante em
relacdo as substancias isoladas (P < 0,05).
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Figura 21 - Microfografia com inflacdo da bexiga natatéria no controle.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 22 - Microfotografia com auséncia da bexiga natatéria inflada nas larvas
expostas a ametrina. A: 0,1 pg/L; B: 3,7 pg/L; C: 6 ug/L; D: 20 pg/L; E: 60 pg/L.
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Figura 23 - Microfotografia com auséncia da bexiga natatéria inflada nas larvas
expostas a clomazona 36 e 167 pg/L. A: 0,1 ug/L; B: 6 pg/L; C: 20 pg/L; D: 36 pg/L;
E: 167 pg/L.
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.3.1.3 Edema de pericardio
N&o foi observada diferenca significante na formacéo de edema de pericardio

nos embrides expostos a ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a 167 ug/L) ou
mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L), conforme representado nas
Figuras 24 e 25.

Figura 24 - Formacgdo de edema de pericardio em embrides de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentragdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 144 horas
pés fecundacgdo (hpf). Os gréficos representam a média £+ EPM de 6 repeticdes do
experimento com diferentes embrides. Controle negativo = apenas agua.
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Figura 25 - Anéalise comparativa da formacao de edema de pericardio em embrifes de
zebrafish apds exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e da
mistura dos dois herbicidas durante 144 horas pés fecundacao (hpf). (A) ametrina (0,1
Mg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pug/L de ametrina + 0,1 pg/L de clomazona);
(B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina + 36 pg/L
de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7 pg/L de
ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a média + EPM de 6
repeticdes do experimento com diferentes embrides.
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3.3.1.4 Edema de saco vitelinico

N&o houve diferenca significante na formacéao de edema de saco vitelinico nos
embrides expostos & ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a 167 pg/L) ou mistura
dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L), conforme representado nas Figuras 26 e

27.

Figura 26 - Formacdo de edema de saco vitelinico em embrides de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentragdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 144 horas
pés fecundacgédo (hpf). Os gréficos representam a média £+ EPM de 6 repeticbes do
experimento com diferentes embrides. Controle negativo = apenas agua.
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Figura 27 - Andlise comparativa da formacao de edema de saco vitelinico em embrides
de zebrafish apds exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e
da mistura dos dois herbicidas durante 144 horas pos fecundacao (hpf). (A) ametrina
(0,1 pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pg/L de ametrina + 0,1 pg/L de
clomazona); (B), ametrina (6 pug/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina
+ 36 pg/L de clomazona); (C) ametrina (3,7 pug/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7
Hg/L de ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os graficos representam a média + EPM
de 6 repeticdes do experimento com diferentes embrides.
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3.3.2 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

As larvas expostas a todas as concentracfes de ametrina (0,1 a 60 pg/L) e
clomazona (0,1 a 167 pg/L) apresentaram reducao na atividade da AChE, entretanto
a mistura dos herbicidas n&o afetou a atividade da enzima (Figuras 28 e 29).

Figura 28 - Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em larvas de zebrafish apos
exposicao a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 96 horas pos
fecundacado (hpf). Os gréaficos representam a média + EPM de 5 repeticdes do
experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente significante em relacdo ao
controle (P < 0,05). Controle negativo = apenas agua; Controle positivo = diclorvés 50
HM.
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Figura 29 - Analise comparativa da atividade da acetilcolinesterase em larvas de
zebrafish apds exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e da
mistura dos dois herbicidas durante 96 horas pos fecundacao (hpf). (A) ametrina (0,1
pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pug/L de ametrina + 0,1 pg/L de clomazona);
(B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina + 36 pg/L
de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7 pug/L de
ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a média + EPM de 5
repeticdes do experimento com diferentes larvas. #Estatisticamente significante em
relacdo as substancias isoladas (P < 0,05).
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3.3.3 Biomarcadores de hepatotoxicidade
3.3.3.1 Aspartato aminotransferase (AST)

Observou-se aumento significante da atividade da AST nas larvas expostas a
6, 20 e 60 pg/L de ametrina, 20, 36 e 167 pg/L de clomazona e nas maiores
concentracfes da mistura (3-36 e 3,7-167 pg/L), conforme demonstrado nas Figuras
30 e 31.

Figura 30 - Atividade da aspartato aminotransferase (AST) em larvas de zebrafish
apos exposicdo a diferentes concentracdes de ametrina (0,1 a 60 pg/L), clomazona
(0,1 a 167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 96
horas pos fecundacéao (hpf). Os graficos representam a média £+ EPM de 5 repeticdes
do experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente significante em relacdo ao
controle (P < 0,05). Controle negativo = apenas agua.
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Figura 31 - Analise comparativa da atividade da alanina aminotransferase (AST) em
larvas de zebrafish apos exposicdo a diferentes concentracdes de ametrina ou
clomazona e da mistura dos dois herbicidas durante 96 horas pés fecundacao (hpf).
(A) ametrina (0,1 pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pg/L de ametrina + 0,1
Hg/L de clomazona); (B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de
ametrina + 36 pg/L de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e
mistura (3,7 pg/L de ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os graficos representam a
média + EPM de 5 repeti¢cdes do experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente
significante em relacéo as substancias isoladas (P < 0,05).
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3.3.3.2 Alanina aminotransferase (ALT)

Ao avaliar os niveis de ALT nas larvas que foram expostas a ametrina,
observou-se aumento significante nas concentracdes de 3,7, 6, 20 e 60 pg/L. Em
relagdo a exposicao a clomazona, este aumento aconteceu nas concentracdes de 20,
36 e 167 pg/L e as misturas apresentaram significancia apenas nas duas maiores

concentracdes (3-36 e 3,7-167 pg/L), conforme demonstrado nas Figuras 32 e 33.

Figura 32 - Atividade da alanina aminotransferase (ALT) em larvas de zebrafish ap6s
exposicao a diferentes concentragdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 ug/L) durante 96 horas pos
fecundacdo (hpf). Os gréficos representam a média + EPM de 5 repeticbes do
experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente significante em relacdo ao
controle (P < 0,05). Controle negativo = apenas agua.
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Figura 33 - Andlise comparativa da atividade da alanina aminotransferase (ALT) em
larvas de zebrafish apos exposicdo a diferentes concentracdes de ametrina ou
clomazona e da mistura dos dois herbicidas durante 96 horas pés fecundacao (hpf).
(A) ametrina (0,1 pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pg/L de ametrina + 0,1
Hg/L de clomazona); (B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de
ametrina + 36 pg/L de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e
mistura (3,7 pg/L de ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a
média + EPM de 5 repeti¢des do experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente
significante em relacéo as substancias isoladas (P < 0,05).
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3.3.3.3 Fosfatase alcalina (ALP)

Houve aumento significante na atividade da ALP nas larvas expostas a
ametrina a partir de 3,7 pg/L, enquanto a exposi¢do a clomazona e a mistura dos dois
herbicidas aumentou a atividade da enzima em todas as concentracdes testadas
(Figuras 34 e 35).

Figura 34 - Atividade da fosfatase alcalina (ALP) em larvas de zebrafish apo6s
exposicao a diferentes concentragdes de ametrina (0,1 a 60 ug/L), clomazona (0,1 a
167 pg/L) ou mistura dos herbicidas (0,1-0,1, 6-36, 3,7-167 pg/L) durante 96 horas pos
fecundacado (hpf). Os gréaficos representam a média + EPM de 5 repeticdes do
experimento com diferentes larvas. *Estatisticamente significante em relacdo ao
controle (P < 0,05). Controle negativo = apenas agua.
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Figura 35 - Analise comparativa da atividade da fosfatase alcalina (ALP em larvas de
zebrafish apds exposicao a diferentes concentracdes de ametrina ou clomazona e da
mistura dos dois herbicidas durante 96 horas pos fecundacao (hpf). (A) ametrina (0,1
pg/L), clomazona (0,1 pg/L) e mistura (0,1 pug/L de ametrina + 0,1 pg/L de clomazona);
(B), ametrina (6 pg/L), clomazona (36 pg/L) e mistura (6 pg/L de ametrina + 36 pg/L
de clomazona); (C) ametrina (3,7 pg/L), clomazona (167 pg/L) e mistura (3,7 pg/L de
ametrina + 167 pg/L de clomazona). Os gréficos representam a média + EPM de 5
repeticdes do experimento com diferentes larvas. #Estatisticamente significante em
relacdo as substancias isoladas (P < 0,05).
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3.4 DISCUSSAO

Os praguicidas sdo um grupo de compostos quimicos utilizado para prevenir,
controlar ou acabar com a presenca de pragas em lavouras e animais. Entre os
praguicidas estdo os herbicidas, cujo uso nao se restringe apenas a grandes
producdes, mas também séo aplicados em hortas caseiras e areas residéncias para
plantas daninhas (Konig et al., 2023). Os impactos do uso de praguicidas nos
ecossistemas aquaticos tém recebido ampla ateng&o nos ultimos anos, principalmente
pelo fato de apresentarem efeitos adversos nos organismos induzindo méa formacéao,
retardo no crescimento e desenvolvimento, estresse oxidativo, alteracées no sistema
enddcrino, reducao na reproducao e viabilidade dos embrides afetando gravemente a
populacdo aquatica (Cui et al., 2023).

Neste contexto, investigamos os efeitos da AMT, CLZ e da mistura dos
herbicidas sobre os parametros relacionados ao desenvolvimento de embribes de
zebrafish expostos por 96 ou 144 hpf, visando contribuir para a identificacdo dos
mecanismos subjacentes a embriotoxicidade desencadeada por estes herbicidas e
para elucidar o possivel sinergismo ou antagonismo exercido pela exposicdo
simultanea.

O teste de toxicidade aguda em embrides (FET) tem grande potencial para
compreensao de como substancias quimicas afetam o desenvolvimento de peixes,
seguindo as diretrizes da Organizacdo para Cooperagdo e Desenvolvimento
Econémico (OCDE), é possivel utilizar ovos recentemente fertilizados para exposi¢éo
a diferentes concentracdes dos compostos que se deseja estudar (Xiong et al., 2023).
Aplicando as recomendacdes da OCDE, os ovos fecundados e em boa qualidade de
desenvolvimento foram utilizados para realizacdo do FET test e ao observar o
desenvolvimento diariamente até 144 hpf observamos alteragfes importantes em
relacdo a diminuicdo da presenca da bexiga natatéria inflada em todas as
concentracbes de ametrina (0,1 a 60 pg/L) e nas maiores concentracdes de
clomazona (36 e 167 pg/L), mas a mistura dos dois herbicidas ndo afetou a inflagéo.
Os resultados mostram que em relacdo ao desenvolvimento dos embrides este é 0
principal efeito toxico da exposicdo a AMT e CLZ, considerando que inflacdo completa
deveria acontecer até 120 hpf e que a flutuacdo exercida pela bexiga natatoria é
essencial para o movimento e predagcao das larvas tornando mais susceptivel ao

ataque de predadores e menos agil para procura de alimentos gerando deficiéncia
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nutricional (Tao et al., 2023). Os parametros relacionados a coagulacéo, formacao de
edema de pericardio e saco vitelinico ndo apresentaram diferenca significativa.

Stevanovic et al. (2017) caracterizaram a embriotoxicidade da CLZ e duas
formulacbes diferentes, os ovos recém fecundados foram expostos ao ingrediente
técnico nas concentracdes de 3,4; 6,7; 13,4; 26,8; 53,5 e 107 mg/L sendo a
concentracéo letal mediana (CL50) dos embrides 61,5 mg/L. Os autores descreveram
que a exposicado durante 120 hpf induziu a formagcdo de edemas, deformacao da
coluna, deformacéo craniofacial, auséncia de bexiga natatoria, deformacgéo da cauda
e reducdo no comprimento.

Apesar nas concentracfes utilizadas neste estudo serem menores do que as
exposicoes feitas por Stevanovic et al. (2017), nossos resultados demonstram uma
tendencia relevante de aumento da toxicidade em relagdo ao aumento da
concentracdo pois até em ug/L houve formacdo de edemas e coagulacdo mesmo 0s
valores nao sendo significantes. O fato mais preocupante € em relacéo a inflacdo da
bexiga natatoria pois a partir da concentracdo de 36 pg/L a reducao foi significativa
indicando que a incapacidade de locomocdo adequada gerada pela auséncia da
bexiga natatéria pode ser a chave para morte das larvas a longo prazo, pois afeta a
capacidade de obtencéo de nutrientes exdégenos (Tao et al., 2023).

Daam et al. (2019) avaliaram a toxicidade letal mediana da AMT para larvas de
duas espécies de ras tropicais (Physalaemus cuvieri e Hypsiboas pardalis), os
bioensaios agudos foram realizados durante 96 h para identificar a sensibilidade da
exposicao as concentracdes de 10, 13, 13, 20 e 25 mg/L. Para Physalaemus cuvieri
houve mortalidade significativa em todas as concentracfes sendo 10 mg/L apenas
15% e 25 mg/L proximo de 100% e ao mudar o organismo teste para Hypsiboas
pardalis a mortalidade foi acima de 90% em todas as concentragdes de AMT.

Nossos resultados da exposicdo aos embrides de zebrafish indicam alto
potencial de embriotoxicidade da AMT, apesar dos parametros de formacdo de
edemas e coagulacao nao terem sido significativos, a auséncia da bexiga natatoria foi
significativa desde a menor concentracdo de AMT (0,1 pg/L) se mantendo nas
concentracbes maiores (3,7; 6; 20 e 60 pg/L). Nossa faixa de estudo nao induziu
mortalidade significativa durante exposicdo de 144 hpf, mas o fato de néo ter sido
inflada a bexiga natatéria indica um risco ecolégico para 0s organismos que entram

em contrato com pequenas quantidades de AMT.
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Além do FET, é comum a utilizacdo de biomarcadores para avaliar a atividade
de enzimas importantes para o organismo e identificar possiveis danos enzimaticos
induzidos pela presenca de substancias exdgenas. As fun¢des neurais e hepaticas
costumam ser as mais afetadas pelos praguicidas sendo o monitoramento da
atividade da AChE, AST, ALT e ALP parametros confiaveis para avaliacdo da
toxicidade.

A AChE é moduladora do neurotransmissor acetilcolina nos tecidos cerebrais e
€ um importante biomarcador sendo sua atividade suprimida pela presenca de
substancias neurotéxicas (Abraham et al., 2024). A atividade cerebral das larvas foi
reduzida de maneira significante em todas as concentracées de AMT (0,1 a 60 pg/L)
e CLZ (0,1 a 167 pg/L), sendo a redugédo mais evidente na maior concentragao.

Andlises semelhantes foram realizadas por outros autores utilizando modelos
experimentais diferentes, Pereira (2012) avaliou alteragcdes neurais em jovens
Prochilodus lineatus, popularmente conhecido como Curimbata, expostos por 96h ao
produto comercial Gamit (formulado com CLZ) nas concentra¢des de 1, 5 e 10 mg/L,
ao final do experimento o tecido cerebral dos peixes apresentou reducéo na atividade
da AChE nas duas maiores concentracdes. Miron et al. (2005) utilizaram alevinos do
bagre prateado (Rhamdia quelen) para avaliar a atividade de AChE depois da
exposicao a 5, 10 e 20 mg/L de CLZ, apds 96h houve reducao significativa em todas
as concentragdes testadas sendo inibicdo enzimatica de 63 a 83% indicando que a
CLZ é um potente inibidor da AChE. Nossos resultados estdo de acordo com 0s
encontrados na literatura, 0s organismos aquaticos sdo 0S mais susceptiveis ao
contato direto com residuos de clomazona e observamos que até mesmo
concentracdes de ug/L sdo capazes de gerar neurotoxicidade.

Pereira (2012) também utilizou AMT pura e o produto comercial Gesapax para
identificar alteracGes induzidas em jovens Prochilodus lineatus, as exposices foram
feitas durante 96h nas concentractes de 2,5 e 5 mg/L mas diferente dos nossos
resultados ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle.

O figado é o primeiro 6rgdo que entra em contato com substancias exégenas e
as atividades enzimaticas hepaticas sédo sensiveis a toxicidade quimica tornando um
indicador confiavel de estresse oxidativo (Ramesh et al., 2020). Devido a sua funcéo
de biotransformacéo de compostos quimicos e por ser um O0rgao-alvo em avaliagcdes
toxicoldgicas, Crestani et al. (2007) investigou efeitos da CLZ em juvenis de Rhamdia

quelen (bagre prateado) usando parametros bioquimicos apds exposi¢do dos animais
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a 0,5 e 1 mg/L por 96h resultou na supressdo da enzima catalase e aumento nos
niveis de radicais livres indicando estresse oxidativo severo capaz de causar danos
oxidativos e reducdo nos mecanismos compensatorios. Nossos resultados
corroboram a hipétese de que o figado € um 6rgéo-alvo da toxicidade da CLZ, pois ao
quantificar as enzimas hepaticas observamos aumento da atividade da AST a partir
de 20 ug/L, da ALT nas exposicOes de 20, 36 e 167 ug/L e da ALP em todas as
concentragdes, indicando leséo hepatica nas larvas que ficaram expostas 96 hpf pois
essas sdo enzimas intracelulares.

Considerando os danos hepéticos induzidos pela AMT, houve aumento
significativo na atividade da AST nas concentracbes de 6, 20 e 60 pg/L, e nas
atividades da ALT e ALP na faixa entre 3,7 e 60 pg/L feitas durante 96 hpf.

A falta de informac8es toxicoldgicas abrangentes sobre misturas cria uma
lacuna no conhecimento sobre como as substancias realmente afetam os organismos,
este é o primeiro trabalho que avalia AMT e CLZ de forma combinada comparando
com os herbicidas isolados. Nossos resultados indicam que a associacdo causa
antagonismo em relacdo a toxicidade exercida pelos compostos isolados, as larvas
expostas as combinacdes de 0,1 pg/L de AMT + 0,1 pg/L de CLZ, 6 ug/L de AMT +
36 ug/L de CLZ e 3,7 pg/L de AMT + 167 pg/L de CLZ nado afetou nenhum dos
parametros avaliados no FET test (coagulacdo, edemas e inflacdo da bexiga natatoria)
em relacdo ao controle. Analisando o parametro de inflacdo da bexiga natatéria, em
comparacdo com as concentracdes isoladas houve antagonismo na Ultima
combinacéo (3,7-167 ug/L) em relacéo a toxicidade da CLZ 167.

Comparando as misturas com suas respectivas concentracdes de AMT e CLZ
isoladas, observamos antagonismo em relacdo a neurotoxicidade pois a atividade da
AChE se manteve semelhante com o controle, indicando reducéo da capacidade das
substancias afetarem a atividade enzimatica pois as exposi¢cdes individuais
apresentaram reducao significativa. Antagonismo também foi observado ao avaliar a
atividade da ALP, pois em relacdo a CLZ 36 e 167 pg/L isoladas, a mistura com AMT
reduziu os danos hepaticos.

Apesar de demonstrar padrao de antagonismo, a atividade das enzimas AST e
ALT nas larvas expostas as misturas apresentaram sinergismos em relacdo as
alteracdes induzidas pela AMT isolada. Para AST, a combinacédo de 3,7 e 6 pg/L de
AMT com CLZ aumentou a atividade enzimatica indicando maior dano hepético

considerando que essa enzima em estado normal esta localizada intracelular. Quando
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analisada a atividade da ALT, houve aumento significante quando foi usada a mistura
de 3,7 ug/L de AMT com 167 pg/L de CLZ.

3.5 CONCLUSAO

Os herbicidas AMT e CLZ afetam o desenvolvimento de embriées de zebrafish
induzindo auséncia da bexiga natatéria na fase larval e alteracbes enzimaticas
importantes relacionadas a danos neurais e hepaticos.

A associagao dos dois herbicidas causa antagonismo, amenizando os efeitos
de embrio e neurotoxicidade, mas induz sinergismo em relacdo aos efeitos danosos

sobre a funcdo hepética.
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