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RESUMO

O Brasil esta no ranking dos maiores consumidores mundiais de agrotoxicos. Isso
contribui na intensificacdo da exposi¢cdo da populacdo e do meio ambiente a essas
perigosas substancias. A tematica deste trabalho tem como relevancia a avaliacéo e
minimizacdo dos impactos ambientais das atividades agroindustriais causadas pelo
uso do contaminante pirofosfato de tetraetila (TEPP), utilizado nas culturas de café,
feijdo e soja, a partir do uso dos embrides de zebrafish (Danio rerio). O TEPP € um
inseticida organofosforado que inibe irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE).
Assim, o presente estudo, com proposta inovadora, avaliou o impacto do pesticida
TEPP na atividade da acetilcolinesterase em células neuronais PC12 (in vitro) e
comparou, in vivo, a eficiéncia da remocédo do pesticida da 4gua com a utilizacéo de
granulos de cortica como adsorvente natural em uma espécie de zebrafish, peixe bem
sensivel as alteragfes e adversidades ambientais, a fim de analisar os efeitos
toxicolégicos do TEPP como contaminante no desenvolvimento e comportamento dos
embrides e juvenis. O TEPP inibiu a atividade da AChE de maneira dose dependente.
Pela primeira vez, mostrou-se in vitro que diferentes concentracées de TEPP diluido
em agua apoés experiéncias de adsorcao utilizando granulos de cortica diminuiram os
efeitos inibitorios do TEPP na atividade da AChE em enzima comercial e meio de
cultura de células neuronais PC12. Além disso, foram avaliados os efeitos
toxicolégicos induzidos pelo TEPP no desenvolvimento e comportamento do zebrafish
e na possivel descontaminacdo da agua utilizando os granulos de cortica com
propriedades adsorventes. A exposicdo ao TEPP diminuiu a taxa de viabilidade dos
embrides. Em concluséo, este estudo realizado sugere que o zebrafish em diferentes
estagios de desenvolvimento foi capaz de detectar efeitos toxicologicos induzidos por
TEPP em concentra¢des nanomolares, o que é mais sensato do que 0s experimentos
realizados in vitro.

Palavras-chave: Adsorvente. Acetilcolinesterase. Organofosforados. Pesticidas.
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ABSTRACT

Brazil is in the ranking of the world's largest consumers of pesticides. This contributes
to the intensification of exposure of the population and the environment to these
dangerous substances. The issue of this work is relevant to the assessment and
minimization of the environmental impacts of agro-industrial activities caused by the
use of the contaminant tetraethyl pyrophosphate (TEPP), used in coffee, beans and
soybean crops, from the use of zebrafish embryos (Danio rerio). TEPP is an
organophosphate pesticide that irreversibly inhibits acetylcholinesterase (AChE).
Thus, the present study, with an innovative proposal, evaluated the impact of the
pesticide TEPP on the activity of acetylcholinesterase in PC12 neuronal cells (in vitro)
and compared, in vivo, the efficiency of removing the pesticide from water with the use
of cork granules as a natural adsorbent in a species of zebrafish, a fish very sensitive
to environmental changes and adversities, in order to analyze the toxicological effects
of TEPP as a contaminant on the development and behavior of embryos and juveniles.
TEPP inhibited AChE activity in a dose-dependent manner. For the first time, it was
shown in vitro that different concentrations of TEPP diluted in water after adsorption
experiments using cork granules decreased the inhibitory effects of TEPP on AChE
activity in commercial enzyme and PC12 neuronal cell culture medium. Furthermore,
the toxicological effects induced by TEPP on the development and behavior of
zebrafish and on the possible decontamination of water using cork granules with
adsorbent properties were evaluated. Exposure to TEPP decreased the viability rate
of embryos. In conclusion, our research suggests that zebrafish at different
developmental stages were able to detect TEPP-induced toxicological effects at
nanomolar concentrations, which is more sensible than experiments performed in vitro.

Keywords: Adsorbent. Acetylcholinesterase. Organophosphates. Pesticides.
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PERSPECTIVAS DA PESQUISADORA SOBRE O ZEBRAFISH'

Para melhor entendimento sobre o estudo em questdo nessa tese,
considero importante relatar meu percurso académico e profissional.

Sou graduada em Farmacia desde 2003 pelas Faculdades
Adamantinenses Integradas (FAIl), atualmente Centro Universitario de Adamantina
(FAI). Mestre em Ciéncias da Reabilitacdo pela Universidade Nove de Julho
(UNINOVE) em 2011 com a orientac&o do Prof. Dr. Carlos Alberto-Silva. Doutoranda
do Programa de Pds-Graduagao em Agronegocio e Desenvolvimento — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de Ciéncias e Engenharia
(UNESP — Tupa/SP) sob a orientacdo da Profa. Dra. Angélica Gois Morales.

Desde 2004, trabalho na FAI, onde fui subindo degrau a degrau, passei
pelas funcbes de estagiaria, orientadora e supervisora de estagio, coordenadora da
Comissado Permanente de Avaliacdo, docente desde 2011 e recentemente (2023),
coordenadora dos cursos de Farmacia e Tecnologia em Estética e Cosmética do
Centro Universitario de Adamantina — FAI.

O que me despertou fazer o doutorado com este tema foi que em uma visita
ao site do Instituto Butantan-SP, fiquei fascinada com as diversas possibilidades de
estudo que a Plataforma Zebrafish demonstrou com o zebrafish, um modelo
experimental que serve para testar novos farmacos assim como, a toxicidade de
compostos quimicos, possibilitando observar seus efeitos antes de submeter o ser
humano ao seu uso. Assim, compreender o0 manejo e criagao do zebrafish é a chave
para o sucesso de uma pesquisa. A partir dali, busco me atualizar cada vez mais sobre
0 peixe paulistinha, um modelo inovador na pesquisa cientifica.

Foi entdo que, realizei uma visita e mantive contato e realizei meus
experimentos com o Laboratério de Manejo e Criacdo do Zebrafish na Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Realizei o curso intitulado: “Mergulho na Plataforma
Zebrafish” realizado pelo Centro de Toxinas, Resposta-Imune e Sinalizacdo Celular
(CeTICS) do Instituto Butantan - SP, ministrado pela Dr?. Ménica Lopes Ferreira, a
qual criei uma aproximagao.

Assim, agradeco aos membros do meu comité de orientacéo, Profa. Dra.
Angélica Gdéis Morales, Prof. Dr. Carlos Alberto-Silva e Prof. Dr. Eduardo Festozo

Vicente que se sensibilizaram e aceitaram embarcar nesse tema comigo.


https://www.tupa.unesp.br/#!/pgad
https://bv.fapesp.br/pt/auxilios/58571/
http://www.cetics.com.br/
https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/2627/

O interesse em conhecer mais profundamente esse modelo experimental
deu origem ao Doutorado. Durante esses anos de pesquisa, busquei informagdes
relevantes sobre pesquisas realizadas e seus resultados, assim como outras
caracteristicas do zebrafish.

Para tanto, compreendo a necessidade de ampliar e aprofundar sobre esse
assunto tao inovador capaz de trazer experiéncias inéditas para a pesquisa cientifica,
oportunizando uma linha de pesquisa na minha atuacdo académica e profissional na
FAI.

INesta parte da apresentacéo, tomei a liberdade de expressar-me na primeira pessoa do singular para
falar do caminho da minha trajetéria, a fim de posicionar quem é a pesquisadora desse estudo e sua
relacdo com esta pesquisa desenvolvida.
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CONTEXTUALIZAGAO

O agronegdcio brasileiro € considerado, numa perspectiva econémica, um
indicador de rentabilidade positiva em relagao ao crescimento do pais, tendo forga na
balanga comercial e em negociagbes internacionais. Mesmo sendo caracterizado
como um dos setores mais dinamicos do pais, € imprescindivel a aplicacdo da
sustentabilidade, levando em consideragdao os impactos ambientais oriundos do
agronegocio como o uso incorreto de agrotoxicos (Silva, 2017). Neste contexto,
ressalta-se que, em 2018, o Brasil assumiu mundialmente a primeira posicao no
ranking de maior mercado consumidor de agrotoxicos (Inca, 2018).

Neste modelo de desenvolvimento moderno, os agrotéxicos, substancias
quimicas de agao direta ou indireta de vida animal ou vegetal, sdo imprescindiveis na
agricultura para prevenir ou reduzir perdas, além de manter a alta produtividade das
commodities, garantindo o comércio e a satisfacdo do consumidor (Kmellar et al.,
2008a; Hess; Nodarf; Lopes-Ferreira, 2021).

Assim, a expansao das monoculturas, como soja e milho, contribuiu para a
ampliagao do uso de agrotoxicos, reforcado pelo aumento de pragas e doengas. No
meio ambiente, o destino dos agrotdxicos podem ser por retengéo, transformacéo,
processo de transporte, sendo que sua interacdo no meio aquatico causa desequilibrio
de espécies, afetando a biodiversidade e o ecossistema (Pirsaheb et al., 2017; HESS;
Hess; Nodarf; Lopes-Ferreira, 2021).

O 6rgéo nacional responsavel por definir os niveis de toxicidade e o
emprego dos agrotéxicos é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
os classifica em: extremamente téxico a improvavel de causar dano agudo (Brasil,
2019). Esses parametros dependem da dose, da exposigao, da idade, do sexo e da
dose que causa mortalidade em metade dos animais expostos. Sao definidos pelo
Ministério do Meio Ambiente e Mudancga do Clima (MMA) como agentes de processos
quimicos, fisicos e bioldgicos, de acordo com a ANVISA e os agrotdoxicos sao
classificados como herbicidas, fungicidas e inseticidas (Guilherme et al., 2012; Who,
2018).

No ano de 2012, o Brasil avaliou em US$ 2,5 bilhdes o mercado de produtos

de defensivos agricolas, seguidos pelos herbicidas e inseticidas com 52% e 27,5% de
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vendas, respectivamente, segundo o levantamento do Sindicato Nacional da Industria
de Produtos para Defesa Agricola (Sindag, 2012).

Os compostos que contém pelo menos um atomo de fésforo central é
chamado de organofosforado (Santos et al., 2007). Essa classe de inseticidas age
inibindo irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE), promovendo a
hiperestimulagao colinérgica e resultando em perda do controle muscular, batimentos
cardiacos irregulares, convulsdes, desregulagdo endocrina, depresséao respiratoria e
morte (Santos ef al., 2007). A acetilcolina (ACh) € um mediador quimico responsavel
pela transmissao dos impulsos nervosos (Abrasco, 2015; Cavalcanti et al., 2016).

O organofosforado que sera utilizado neste estudo é o TEPP (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda), também conhecido por difosfato de tetraetila ou pirofosfato de
tetraetila (Figura 1). O TEPP foi sintetizado na Alemanha em 1944 e foi utilizado no
campo como substituto da nicotina para o controle de pulgdes (Santos et al., 2007).
Também é comumente utilizado como inseticida nas culturas de soja, feijao e café.
Apresenta como caracteristicas fisico quimicas um aspecto liquido e incolor, com peso
molecular de 290,19 g-mol', é neurotdxico e apresenta lipossolubilidade, sendo
altamente eficaz como inseticida. Os organofosforados (OPs) possuem toxicidade
superior aos organoclorados, porém sao de facil biodegradabilidade, baixo custo e
facil sintese (Usepa, 2000; Jeschke et al., 2011).

Figura 1 - Estrutura quimica do primeiro defensivo agricola da classe

organofosforado foi o TEPP.

HsC” 0-P-0-P-0" “CHs
HsC._O  O._CHs

Fonte: Santos et al., 2007.

Além do conhecimento das possiveis rotas de chegada dos poluentes ao
meio ambiente, analisar o risco ambiental requer uma caracterizacao dos efeitos que
podem ser desencadeados em organismos nao-alvo (Layton et al., 2015). Deste
modo, o modelo experimental utilizado para a compreensao da toxicidade de
contaminantes em peixes é o Danio rerio (Hamilton, 1822), conhecido como zebrafish

ou peixe paulistinha, por suas listras no corpo, especialmente nas regiées laterais. E


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969705005358#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219420300302?via%3Dihub#bib46
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219420300302?via%3Dihub#bib46
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um peixe teledsteo, de agua doce, proveniente dos rios do Sul da Asia (Figura 2) e
pertencente a familia Cyprinidae e classe Actinopterygii. Sdo onivoros de
comportamento pacifico e muito ativo (Grunwald; Eisen, 2002; Knie; Lopes, 2004;
Westerfield, 2007).

Figura 2 — Macho (esquerda) e fémea (direita) respectivamente de zebrafish
(Hamilton-Buchanan, 1822).

O zebrafish tem sido considerado como um modelo animal que oferece
vantagens de carater pratico e econdmico, de baixo custo de manutencéo e alta
fecundidade, conferindo o escaneamento de média a alta performance para a
identificacdo de produtos toxicos em potencial e de novas drogas, devido sua
sensibilidade a exposicdo a produtos quimicos, bem como a capacidade de absorver
de forma rapida os compostos que sao diretamente adicionados na agua (Koenig et
al., 2016). O seu desenvolvimento embrionario € rapido e externo ao organismo da
fémea o que é relevante para estudos de toxicidade embrionaria, permitindo a
observagéo de alteragdes morfolégicas desde as primeiras horas apos a fertilizagao,
sem o sacrificio das fémeas (Bambino; Chu, 2017; Koenig et al., 2016). Os ensaios
realizados na fase embrionaria de zebrafish sdo bioindicadores de polui¢gdo, pois
nessa fase as alteragdes fenotipicas ja podem ser identificadas, permitindo analisar
os efeitos dos agrotéxicos (Carvan et al., 2000; Begum, 2004). Desta forma, este
modelo é considerado relevante para avaliar a genotoxicidade em relagdo aos 3Rs
(reutilizar, redugdo e refinamento) para estudos de agrotoxicos (Falbender;
Braunbeck, 2013) que recentemente evoluiram para 5Rs (repensar, recusar, reduzir,

reutilizar e reciclar) preconizando os principios da sustentabilidade (Alkmim, 2015).
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Cenario da utilizagao de agrotéxicos no Brasil e no mundo

A economia brasileira ocupa enfaticamente, desde 2008, a posicdo de
destaque de maior consumidor de pesticidas do mundo (Carneiro et al., 2015; Zhang,
2018), com 19% do consumo mundial (Mangas et al., 2016), ultrapassando a marca
de 1 milh&do de toneladas de substancias téxicas consumidas nos anos de 2010 e 2011
(Ibama, 2013; Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 2014; Carneiro et al., 2015; Porto; Soares,
2012). Em 2019, o Brasil manteve sua classificagdo, onde consumiu US$ 10 bilhdes
em agrotoxicos, o que deixou os Estados Unidos, a China, o Japao e a Franga nas

posi¢des seguintes (Figura 3).

Figura 3 - Ranking com os maiores consumidores de agrotéxicos.

*Dados em USS

Brasil

Estados Unidos
China

Japdo

Franga
Alemanha

Canada

Fonte: FAO/Consultoria Philips Mcdougall/UNESP/ANDEF, 2019.

O amplo impacto do uso de pesticidas e agrotdxicos associado a alta
producao no Brasil, que se destaca no cenario mundial como excelente produtor e
cultivador de lavouras transgénicas, e também como exportador de commodities
minerais e agricolas, tem ocasionado efeitos adversos a saude humana dos
trabalhadores rurais, que estao ligados diretamente com esses compostos quimicos
(Friedrich, et al., 2021). O contato rotineiro com pesticidas e agrotoxicos por humanos

e outros animais pode resultar em problemas de saude que podem estar associados
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a presencga de residuos de agrotdxicos em alimentos, assim como os impactos
negativos no ecossistema, como a contaminagao do meio ambiente, do solo, da agua
e do ar (Peres; Moreira; Dubois, 2003; Pignati et al., 2007; Rice; Arthur; Barefoot, 2007;
Khalili-Zanjani et al., 2008; Londres, 2011; Carneiro et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2016).

O mercado internacional de agrotoxicos teve uma estimativa de
crescimento de 93%, na década de 2010 e entre os anos de 2007 a 2013, o uso de
pesticidas cresceu 50% em relagao a area plantada que cresceu apenas 20% (Brasil,
2018). O total de pesticidas vendidos em 2013, 2016, 2017 e 2018 foram
respectivamente 495,7, 541,8, 539,9 e 549,28 mil toneladas, respectivamente (Grigori,
2019). Segundo Jobim et al. (2010), a tecnologia agricola proporciona o crescimento
econdmico, mas acarreta riscos ao meio ambiente e a saude humana. No Brasil, em
meados de 1970, periodo da ditadura, o aumento no consumo de agrotoxicos esteve
atrelado ao Plano Nacional de Defensivos Agricolas, subordinando o crédito rural ao
uso de agrotéxicos (Carneiro et al., 2015; Pelaez; Terra; Silva, 2010). Ainda, a
liberagdo de crédito estrangeiro para o meio rural estava vinculada a implantagéo de
maquinarios, fertilizantes quimicos e agrotoxicos.

Em 2018, de acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (Ilbama, 2019), o Brasil consumiu 549.280 mil
toneladas de agrotdxicos. As culturas transgénicas que mais demandam o uso de
agrotoxicos séo soja, milho e cana-de-agucar (Carneiro et al., 2015). Em pesquisa do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil, em 2017-2018,
estimou-se que essas culturas representaram 35.100, 16.645 e 51,3 milhdes de
hectares de area plantada, respectivamente (Brasil, 2018).

Nas ultimas duas décadas, segundo o IBAMA (2016), foram consumidas
aproximadamente 495 mil toneladas de herbicidas, destacando-se como principal
responsavel pelo rapido crescimento em volume de negdcios, devido as monoculturas
(Ecobichon, 1991).

Certamente, o agronegdcio brasileiro € um setor essencial da economia
brasileira, pois dados do Produto Interno Bruto (PIB) foram estimados em R$ 2,63
trilindes em 2023, representando 24,4% da produtividade nacional (Cepea-Esalq,
2023). Entretanto, até 2030, a Unido Europeia deseja reduzir em 50% o uso de
pesticidas quimicos e preservar 25% das terras agricolas para a agricultura organica,

que hoje é menor que 10% (European Comission, 2020a).
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Definicao e classificagao dos agrotéxicos

A ANVISA foi criada em 1999 pela Lei n® 9.782/99, e é responsavel por
produtos e servigos relacionados a saude.

O principal instrumento normativo sobre agrotéxicos no Brasil € Lei Federal
n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, chamada de Lei dos Agrotdxicos, sendo seu
regulamento previsto no Decreto n® 4.074 de 4 de janeiro de 2002 (Brasil, 1989, 2002),
que define, em seu Artigo 1°, Inciso IV, o termo AGROTOXICOS, também conhecido

por pesticida, praguicida, defensivos agricolas e biocidas, por:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos, destinados ao uso nos setores de produgao, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecao de florestas, nativas ou implantadas, e
de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos.

Essa definicdo de agrotoxicos nao inclui fertilizantes e produtos quimicos
administrados a animais que estimulam o crescimento ou modificam a reproducéao
(Santos et al., 2007). Porém, incluem os reguladores de crescimento de plantas,
preventivos de queda prematura de frutos e preventivos de deterioragao durante a
estocagem ou transporte (Who, 2009a).

Essa lei é considerada uma conquista para o movimento ambientalista que
utiliza o termo “agrotoxicos” para definir os venenos agricolas, conferindo o grau de
perigo dessas substancias. Isto contraria a propagacdo do termo “defensivos
agricolas” que a industria, politicos e universidades utilizam, apesar dos riscos para a
saude humana (Londres, 2011; Ferreira, 2015; Carvalho; Nodari; Nodari, 2017).

A ANVISA (2018) utiliza o termo agrotéxico como alerta aos trabalhadores
e a populacdo sobre riscos potenciais do seu uso. Os agrotoxicos podem ser
classificados de acordo com o tipo de acao/deposicdo do composto quimico ao alvo,
que pode ser inseticidas, herbicidas, fungicidas e rodenticidas (Ecobichon, 1991;
Cope; Leidy; Hodgsona, 2004; Heinzow; Andersen, 2006; Poppenga; Oehme, 2010).
Sao subdivididos em classes de acordo com a estrutura quimica do principio ativo ou

do grupo funcional, dos efeitos a saude humana e ao meio ambiente, assim como os



22

insetos, as doencgas e as plantas daninhas que controlam (Quadro 1). O mecanismo
de agao dos agrotoxicos pode ser por interferéncias no transporte de ions sédio,
potassio e calcio ou ions cloreto através da membrana; inibicdo da seletividade da
atividade enzimatica, ou contribuicdo para a liberacdo e/ou a persisténcia de

transmissores quimicos nas terminagdes nervosas (Cope; Leidy; Hodgsona, 2004).

Quadro 1 - Exemplos de agrotéxicos quanto a natureza da praga controlada e

quanto ao grupo quimico.

C‘LASSIFICAC}AO QUANTO | CLASSIFICAGAO QUANTO EXEMPLOS
A NATUREZA DA PRAGA AO GRUPO QUIMICO
CONTROLADA
Inseticidas Inorganicos Fosfato de aluminio, arsenato
de calcio
Inseticidas Extratos vegetais Oleos vegetais
Inseticidas Organoclorados Aldrin, DDT, BHC
Inseticidas Organofosforados Fenitrotion, Paration, Malation,
Metil-paration
Inseticidas Carbamatos Carbofuran, Aldicarb, Carbaril
Inseticidas Piretroides Sintéticos Deltametrina, Permetrina,
Microbiais Bacillus thuringiensis
Fungicidas Inorganicos Calda Bordalesa, enxofre
Fungicidas Ditiocarbamatos Mancozeb, Tiram, Metiram
Fungicidas Dinitrofendis Binapacril
Fungicidas Organomercuriais Acetato de fenilmercurio
Fungicidas Antibidticos Estreptomicina, Ciclo-hexamida
Fungicidas Trifenil estanico Duter, Brestam
Fungicidas Compostos Formilamina Triforina, Cloraniformetam
Fungicidas Fentalamidas Captafol, Captam
Herbicidas Inorganicos Arsenito de sdédio, cloreto de
sédio
Herbicidas Dinitrofendis Bromofenoxim, Dinoseb
Herbicidas Fenoxiacéticos 2,4-D, 2,4,5-T
Herbicidas Carbamatos Profam, Cloroprofam,
Bendiocarb




Herbicidas Dipiridilos Diquat, Paraquat, Difenzoquat
Herbicidas Dinitroanilinas Nitralin, Profluralin
Herbicidas Benzonitrilas Bromoxinil, Diclobenil
Herbicidas Glifosato Round-up
Desfoliantes Dipiridilos Diquat, Paraquat

Desfoliantes

Dinitrofendis

Dinoseb

Fumigantes Hidrocarbonetos halogenados | Brometo de metila, cloropicrina
Fumigantes Geradores de Metil-isocianato Dazomet, Metam
Fumigantes - Formaldeidos

Fonte: Peres; Moreira; Dubois, 2003.

A eficacia dos processos fisicos e bioldgicos, as caracteristicas do
ambiente e do composto quimico definem a retencdo dos agrotéxicos no meio
ambiente (Lemos; Musafir, 2014).

Os pesticidas séo divididos em agentes bioldgicos, inorgénicos e organicos,
de origem sintética ou natural (Zuin; Vilegas, 2000; Ware; Whitacre, 2004) e
classificados de acordo com a fungdo, mecanismo de agao e composicao quimica.
Podem ser divididos em quatro grupos, sendo os principais os organoclorados,
carbamatos, organofosforados e piretroides (United States, 2016).

A histéria da utilizacdo dos agrotoxicos completa-se com o
desenvolvimento das pesquisas que avaliam como esses defensivos agricolas
passaram de armas quimicas a insumos utilizados em lavouras (Carneiro et al., 2015).
Entre 1873 e 1874, foi descoberto pelo cientista alemao Othomar Ziedler, o primeiro
inseticida organoclorado conhecido como diclorodifeniltricloroetano (DDT), um dos
produtos quimicos mais difundidos durante a Segunda Guerra Mundial (Zacharia,
2011), sendo considerado de amplo espectro e extremamente prejudicial a saude
humana com até 30 anos para ocorrer sua degradacgdo. Apenas em 1939, foi
descoberta sua propriedade inseticida pelo suico Paul Muller (Carson, 2010). Em
2009, foi proscrito no Brasil pela Lei n° 11.936/2009 (Brasil, 2009).

Os organoclorados apresentam como caracteristicas a resisténcia ao
ambiente, ou seja, sdo propicios a bioconcentragdo e bioamplificagdo ao longo da
cadeia alimentar (Derouiche et al., 2007; Lopez et al., 2007; Bala et al., 2017).
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Entre os anos 1940 e 1960, os seguintes organoclorados: a Dieldrina, a
Aldrina, a Endrina, o Heptacloro, o Lindano (Zuin; Vilegas, 2000; Ware; Whitacre,
2004), se destacaram pela baixa volatilidade, pela lipossolubilidade, pela estabilidade
quimica e baixa taxa de degradacao.

Foi entdo que, a partir de 1960, ocorreu a Revolugao Verde, quando o Brasil
adotou o modelo de produgéo agricola que possuia a finalidade de renovar a area
agricola e melhorar a produgdo no campo, sanando a fome mundial, a partir da
contribuigdo e uso dos fertilizantes e agrotoxicos, além de sementes hibridas
(Londres, 2011; Moreira, 2000). Portanto, no Brasil, os OPs foram introduzidos a partir
de 1960 para aplicagdes agricolas, industriais € domésticas (Baronio et al., 2019).

Assim, os OPs, surgiram na década de 1940, mas foram introduzidos
apenas entre 1960 e 1980, com a suspensdo dos organoclorados do comércio
mundial (Mor; Ozmen, 2010). O interesse na sintese de novos OPs foi devido a sua
aplicabilidade e sua relevancia toxicoldgica e comercial na agricultura, na pecuaria
como agrotéxico e inseticida (Zhao et al., 2015). Sdo muito potentes e afetam tanto a
saude animal quanto a humana (Rastogi; Dash; Ballal, 2017; Cheng et al., 2017,
Ogasawara et al., 2017). Os OPs apresentam vantagens em relacdo aos
organoclorados devido ao baixo custo, ao reduzido tempo de meia-vida (Zuin; Vilegas,
2000; Ware; Whitacre, 2004), a facilidade de sintese de novos derivados, a baixa
toxicidade para muitos organismos tratados, sao altamente lipossoluveis, possuem
baixa acao residual, sdo biodegradaveis apresentando menor tempo de residéncia no
meio ambiente, sdo facilmente hidrolisados em pH alto, sofrem degradacdo por
hidrolases, se acumulam no tecido adiposo e séo volateis (Yu et al., 2016; Storm;
Rozman; Doull, 2000).

Os OPs sao conhecidos como agrotoxicos ndo persistentes (United States,
2017), que apresentam nas suas estruturas, principalmente, atomos de carbono (C) e
fosforo central (P), (Santos et al., 2007); ésteres, amidas ou tidis derivados de acidos
fosforicos, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico, conforme apresentado na Figura 4
com exemplos de OPs responsaveis pelo grande avango de pesticidas na agricultura.
Salienta-se que possuem grande afinidade pela AChE (Petronilho; Pinto; Villar, 2011),
responsavel pela inativagao do neurotransmissor ACh (Vale, 2017; Pauyal, 2008).

Os OPs sédo utilizados como inseticidas e acaricidas agricolas e
compreendem trés categorias baseadas em sua natureza quimica: alifaticos

(malathion, vapona entre outros), os derivados de grupos fenil (etil e metil parathion,
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fenitrothion, temephos entre outros) e os heterociclicos (clorpirifos, metil- clorpirifos)
(Braga; Valle, 2007b). Alguns exemplos de OPs sao: Clorpirifés (Dursban®, Lorsban®,
Capataz®, Klorpan®, Nufos®, Record®, Sabre®) Diclorvos (DDVP®), Dimetoato
(Dimexion®, Agritoato®), Fenitrotion (Pirephos®, Sumigran®, Sumithion®), Fention
(Lebaycid®), Malation (Malatol, Malaton®), Metamidofés (Tamaron®), Paration

metilico (Folisuper®, Paracap®).

Figura 4 — Exemplos de pesticidas OPs responsaveis pelo grande avango de

pesticidas na agricultura.
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Fonte: Santos, et al., 2007.

A ANVISA proibiu no Brasil alguns ativos de agrotdxicos dos OPs devido a
sua elevada toxicidade como o metamidofés (RDC n.° 1 de 14/1/2011), triclorfom
(RDC n.° 37 16/8/2010), forato (RDC n.° 12 13/3/2015) e parationa metilica (CP n.° 8
de 19/1/2012).

E sabido que os OPs sdo responsaveis pelas intoxicagdes no meio rural
(Nero et al., 2007) e o tratamento dado as intoxica¢des é baseado no uso da atropina
e compostos especificos que reativam a colinesterase (Cavaliere et al., 1996).

Impacto de agrotoxicos sobre a saude humana

O Sistema Nacional de Informagbes Toxico-Farmacoldgicas (Sinitox),

criado em 1980, liderado pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), tem como proposta
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a “principal atribuicdo de coordenar a coleta, a compilagéo, a analise e a divulgagao
dos casos de intoxicagao e envenenamento notificados no pais” (Fiocruz, 2001). O
Sinitox & responsavel por divulgar informagdes sobre as intoxicagcbes em humanos e
animais anualmente.

No periodo de 2007 a 2013, os casos de intoxicacdo por agrotoxicos
dobraram (Fernandes, 2018) em decorréncia da toxicidade do produto, da quantidade
absorvida, do tempo de absorcéo e do tempo de exposi¢ao ao produto que se deu em
tentativas de suicidio (Freire & Koifman, 2013; Tennakoon;
Udugampala, 2013; Kim; Shin; Lee, 2014; Muller et al., 2014). A intoxicagdao por
agrotoxicos pode ser classificada em trés tipos: aguda, subaguda e cronica (Quadro
2) (Londres, 2011; Carneiro et al., 2015).

Karunarathna;

Quadro 2 - Classificagao e efeitos e/ou sintomas agudos e cronicos dos

agrotoxicos.

PRAGA QUE GRUPO SINTOMAS DE SINTOMAS DE INTOXICAGAO
CONTROLA QUIMICO INTOXICACAO AGUDA CRONICA
Inseticidas | Organofosforados Fraqueza, célicas Efeitos neurotoxicos retardados,
e carbamatos abdominais, vomitos, alteragdes cromossomiais e
espasmos musculares e dermatites de contato
convulsdes
Inseticidas Organoclorados Nauseas, vomitos, Lesbes hepaticas, arritmias
contragdes musculares cardiacas, lesdes renais e
involuntarias neuropatias periféricas
Inseticidas Piretroides Irritacdo das conjuntivas, Alergias, asma brdnquica,
sintéticos espirros, excitagao, irritagcbes nas mucosas,
convulsdes hipersensibilidade
Fungicidas Ditiocarbamatos Tonteiras, vémitos, Alergias respiratorias, dermatites,
tremores musculares, dor | doencga de Parkinson, canceres
de cabeca
Fungicidas Fentalamidas - Teratogéneses
Herbicidas Dinitroferois e Dificuldade respiratoria, Canceres, cloroacnes
pentaciclorofenol hipertermia, convulsdes
Herbicidas Fenoxiacéticos Perda de apetite, enjoo, Inducdo de produgéo de enzimas
vomitos, fasciculagéo hepaticas, canceres,
muscular teratogénese

Fonte: Opas/OMS (1996).

Salientando que, a forma de intoxicagéo por agrotdxicos varia pelo modo

de contato: por inalagéo, ingestao ou via transdérmica dos Ops, por dosagem, tempo
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de exposicado e tipo de agrotoxico (Valente, 2012). Sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE) e causar elevada toxicidade neurolégica (Mangas et
al., 2016).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima-se a ocorréncia
de cerca de 3 a 5 milhdes de intoxicagbes agudas provocadas pela exposicdo aos
agrotoxicos anualmente no mundo, e contempla que para cada caso notificado, 50
outros ndo s&o notificados sendo que as intoxicagdes por agrotoxicos intencionais e
por OPs correspondem a 30% dos casos de suicidio no mundo, sendo a justificativa
desses numeros a disponibilidade, a facilidade de acesso e a exposi¢cao (Cavalcanti
et al., 2016), desse modo sendo a exposig¢ao aos agrotéxicos um problema de saude
publica (Martins et al., 2012).

Os inseticidas sdo neurotéxicos e agem por envenenamento do sistema
nervoso, sendo que sua exposi¢cao e duragdo € baseado nas relagdes estrutura-
atividade especificas (Ecobichon, 1991; Cope; Leidy; Hodgsona, 2004; Poppenga;
Oehme, 2010).

Programa de monitoramento de residuos e agrotoxicos

A Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), com o apoio
do Ministério de Saude, é responsavel pela definicdo do Limite Maximo de Residuos
(LMR) permitido no solo e aguas subterraneas para alguns agrotoxicos, enquanto que
a ANVISA delibera os agrotoxicos em culturas e também em alimentos (Brasil, 2008).

O programa de monitoramento de residuos e agrotoxicos, coordenado pelo
MAPA, é conhecido como Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC). Até 1990, o Brasil seguiu os limites de residuos de agrotoxicos
estabelecidos pela OMS (Who, 2004) que tinha como parametro de classificagao o
grau de toxicidade. Hoje em dia, o arroz, feijao, milho, café e outros graos
armazenados possuem regulamentado e estabelecido o LMR (Brasil, 2014a) pela
Legislacao Federal de Agrotoxicos e Afins (Caldas, 2004; Codex, 2012). Vale ressaltar
que sao mais de 300 agrotoxicos regulamentados pela ANVISA em mais de 2000
formulagbes comerciais diferentes; os respectivos LMR ndo demonstrados nesse
texto podem ser encontrados e acessados no site da ANVISA

(http://www.anvisa.gov.br/).


http://www.anvisa.gov.br/
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Salienta-se que alguns agrotdxicos com uso autorizado no Brasil séo
proibidos em outros paises. Alguns exemplos: acefato, fosmete e paraquate (Unido
Europeia); carbofurano e lactofem (Estados Unidos e Unido Europeia); Tiram (Estados
Unidos) e parationa metilica (Unido Europeia, Jap&o e China) (Brasil, 2018).

Desde 2001, a ANVISA desenvolveu um programa conhecido como
Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), que
dissemina o conhecimento e atualiza a populagido sobre quais compostos estédo
expostos pelos alimentos consumidos. Mas ainda nao existe no Brasil um
monitoramento continuo de agrotoxicos no meio ambiente que atualize
constantemente o inventario (Hess, Nodarf, Lopes-Ferreira, 2021).

Em 2019, o PARA estimou que 51% dos alimentos analisados, presentes
no dia-a-dia da populagao brasileira, apresentaram residuos de agrotoxicos (Brasil,
2019).

Os impactos e a dimensao atual dos agrotoxicos no Brasil

O Sistema de Agrotéxicos Fitossanitario (AGROFIT) é responsavel pelas
informacgdes sobre os produtos quimicos destinados a agricultura com registro no
MAPA, instituido pela Portaria Ministerial n° 23, de 06 de abril de 2016.

No final dos anos 1980, o aumento na incidéncia de cancer entre
trabalhadores rurais e pessoal envolvido nas campanhas sanitarias despertou a
atencdo para mais estudos sobre a relagdo interativa dos agrotoxicos com o
organismo (Peres; Moreira; Dubois, 2003; Chen et al., 2016).

A literatura relata que, a longo prazo, patologias de pele, teratogénese,
carcinogénese, desregulacdo enddcrina, neurotoxicidade, efeitos na reprodugao
humana e no sistema imunolégico podem ser consequéncias do uso de agrotoxicos
(Silva, 2017). Assim, conhecer a classificagdo e o grupo quimico dos agrotoxicos
permite o diagndstico das intoxicagdes (Carvalho et al., 2017).

Conforme o MAPA (Brasil, 1997), os registros de novos agrotdxicos
aprovados em 2019 sdo em meédia superior a um por dia, marcando o momento,
ressaltando que o registro de agrotoxicos nao tem prazo de validade. Assim, uma vez
que um produto entra no mercado, ele pode ser comercializado indefinidamente. Para
endossar um agrotdxico no Brasil, € necessario tramitar em trés 6érgaos federais, como

observa-se na Figura 5: 1) ANVISA, a qual avalia os riscos a saude; 2) IBAMA, o qual
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analisa a periculosidade ambiental; e 3) MAPA, onde se analisa a eficacia no combate
de pragas e doengas no campo, ou seja, a eficacia agronémica e formaliza-se o

registro, apds a aprovagao dos dois érgaos anteriores (Brasil, 1997).

Figura 5 - Etapas de registro de novo composto quimico.

EMPRESA SOUCITANTE DO REGISTRO

Dossié
Agrondmico

Dossié e

Toxicolagico nniental

Conclustes Conclustes Conclustes
Agrondmicas Toxicoldgicas Ambientais

Fonte: Adaptado de Brasil, 1997.

Em 2014, sete empresas transnacionais controlavam a produ¢ao mundial
de agrotoxicos e de sementes, das quais seis encontravam-se no Brasil: Syngenta,
Bayer, Basf, Dow, Dupont e Monsanto. Em contrapartida, devido a fusdo destas
empresas, hoje em dia com aproximadamente 70% da venda mundial de agrotéxicos
sao quatro empresas multinacionais lideres do mercado de produgdo e
comercializagdo de agrotoxicos (Castilho, 2018).

Em 2018, a Organizagéao para a Alimentacgao e Agricultura (FAO) classificou
0s agrotéxicos quanto a periculosidade ambiental em duas classes, sendo CLASSE I:
produtos impeditivos e obteng&o de registro, produtos altamente perigosos ao meio
ambiente (compostos extremamente tdxicos, DLso< 5 mg kg') e CLASSE II: produtos
muito perigosos ao meio ambiente (altamente toxicos, 5 < DLso< 50 mg kg™'); CLASSE
[lI: produtos perigosos ao meio ambiente (medianamente toxicos, 50 < DLso< 500 mg
kg™'); e, CLASSE IV: produtos pouco perigosos ao meio ambiente (pouco ou muito

pouco toxicos, DLso > 5.000 mg kg™').
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A classificagao toxicoldgica dos agrotoxicos (Quadro 3) é demonstrada por
uma faixa colorida em seus rétulos, conforme regulamentado na Lei Federal n® 7.802,
de 11 de julho de 1989 (Brasil, 1989), que se baseia na dose letal (DLso) sob a

responsabilidade do Ministério da Saude.

Quadro 3 - Nova classificagao toxicolégica dos agrotéxicos no Brasil.

CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3 CATEGORIA 4 CATEGORIA 5 NAO CLASSIFICADO
EXTREMAMENTE ALTAMENTE MODERAMENTE POUCO IMPROVAVEL DE NAO
T6X1C0 ToXICO T6X1C0 T6XIC0 CAUSAR DANO AGUDO CLASSIFICADO
PICTOGRAMA Sem simbolo Sem simbolo
oot PERIGO PERIGO PERIGO CUIDADO CUIDADO | Sem adverténcia
CLASSE DE PERIGO
Oral Fatal se ingerido Fatal se ingerido | Téxico se ingerido Nocivo se ingerido E:?negseerli. grigoso
. . Pode ser perigoso
Fatal em contato Fatal em contato | Toxico em contato | Nocivo em contato
Dérmica com a pele com a pele com a pele com a pele ?g'n,\cg'ggltg
Inalatéria Fatal se inalado Fatalseinalado | Téxicoseinalado | Nocivo seinalado ngidnzf:égerigoso
COR DA FAIXA

Amarelo
PMS Yellow C

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), 2019.

Atributo de retrocesso, tramita na Camara dos Deputados o projeto de lei
(PL) n°® 3.200/2015 que prevé alteragédo da Lei dos Agrotoxicos que objetiva facilitar o
registro dos agrotéxicos assim como alterar a nomenclatura para “defensivos
fitossanitarios” (Brasil, 2015a), que supostamente retiraria a toxicidade dos mesmos.
Apenas em 2020, foram registrados 493 novos pesticidas, 0 maior numero em 10 anos
(Figura 6).

Figura 6 - Total de agrotéxicos registrados no Brasil por ano.
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Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2021.

A Lei n° 58/2019, recém publicada pela ANVISA, reduziu a classificacao
toxicolégica de varias formulagbes de agrotdxicos, sendo que nenhum dos 93
produtos alterados (comparados com 24 anteriores a mudancga) foram classificados
como “Extremamente Toxico”. Ademais, serdo alterados nas etiquetas apenas os
simbolos de adverténcia (caveira e ossos cruzados) para indicacao de atencao (Brasil,
2019).

Em 8 de outubro de 2021, foi publicado no Diario Oficial da Uni&o (D.O.U.)
o Decreto 10.833/2021, que alterou o Decreto 4.074/2002, o qual regulamentou
atualizagbes as regras brasileiras aplicadas aos agrotoxicos, previstas na Lei
7.802/1989 Brasil, 1989). Uma das vantagens e melhorias significativas do decreto,
segundo a ANVISA, é facilitar o registro de agrotéxicos, realizado por trés 6rgaos e
prever o treinamento obrigatério dos aplicadores destes compostos quimicos.

A Camara dos Deputados aprovou o PL 6299/2002 (“pacote do veneno”),
que legaliza e agiliza o processo de autorizagdo dos agrotdxicos genéricos no pais
(Brasil, 2018Db).


https://setac.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ieam.4353?casa_token=gNw6EPvs2HIAAAAA%3Ajag1tTrpCy2eHSS0yXcYMq7Kag1LCiRZC__LuxhyHoA3NG92fKl8jZ83it6XZL0wbDUXAZrGmB67psET#ieam4353-bib-0023
https://www.in.gov.br/web/dou/-/decreto-n-10.833-de-7-de-outubro-de-2021-351524955
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/2002/d4074.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l7802.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l7802.htm

32

TEPP como inibidor da AChE

Em 1941, os primeiros OPs com aplicagcdo industrial e comercial na
agricultura comegaram com Schrader e colaboradores que descobriram o inseticida
octametilpirofosforamida, chamado de Scharadan. Apds isso, outros ésteres
organofosforados foram descobertos, sendo o primeiro composto inseticida,
altamente potente com atividade anticolinesterasica, chamado de Bladan, que
continha TEPP, em 1944 na Alemanha (Figura 7). O TEPP apesar de causar nauseas
e dificuldades toxicas, foi utilizado no combate de pulgdes (Rosati et al., 1995; Santos
et al., 2007).

Figura 7 — Primeiros OPs de uso industrial: Scharadan e TEPP.
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Fonte: Santos et al., 2007.

O TEPP, conhecido como pirofosfato de tetraetila, € um pesticida OP,
altamente téxico por inalagdo e absorcao pela pele, conhecido como inibidor de
colinesterases, principalmente a AChE. E um liquido higroscépico incolor, com leve
odor frutado, possui solubilidade em agua e é lentamente decomposto pela agua.
Possui ponto de ebulicdo de 137,78°C a 2,3 mmHg; densidade de 1.185 g/mL a 20°C;
férmula molecular CsH2007P2 e peso molecular (PM) 290,19 g/mol (Merck, 1998).

Os OPs tém como principal sitio de agdo o sistema nervoso na jungao
neuromuscular (Aspelin, 1997). Sao inibidores irreversiveis da AChE, uma
glicoproteina que se divide em globular ou assimétrica (Abrasco, 2012), responsavel
pela finalizagdo da transmissao dos impulsos nervosos e esta presente no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (Nelson et al., 2001; Del’'omo et al., 2003; Heinzow;
Andersen, 2006). A enzima ¢é fosforilada pelo inseticida, ficando inativa e impedindo a
hidrolise de ACh. O seu acumulo nas fendas sinapticas interrompe a transmisséao de
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impulsos nervosos, ocasionando a hiperestimulagéo colinérgica (Moreira et al., 2002)
e perda do controle muscular, disturbios cardiorrespiratérios, convulsdes e depressao
respiratoria do SNC (Brasil, 1996). Ou seja, os OPs dessensibilizam o receptor da ACh
responsavel por interromper o impulso nervoso, levando a ébito (Eldefrawi, 1976;
Eldefrawi, 1982; Sucen, 2001; Nelson et al., 2001; Dellomo et al., 2003; Goncalves,
2005; Heinzow; Andersen, 2006; Araujo, 2011; Cavalcanti et al., 2016).

A inibicdo da AChE por OPs leva a reag¢des de desalquilacdo que podem
contribuir para o envelhecimento da molécula, ou seja, o residuo & fosforilado e reage
lentamente com a agua. O radical L, ou grupo de saida, pode ser substituido por
grupos halogénios, alquilas, arilas ou heterociclicos (Figura 8) (Hollingworth, 1976;
Chambers; Carr, 1995).

Figura 8 - Estrutura quimica basica dos OPs.

X

R,

X=0,5e8Se
Ry; Ry = alquil, SR', OR' ou NHR'
L = halogémos; alqui, aril ou heterocichicos

Fonte: Barboza et al., 2018.

A ACh foi o primeiro neurotransmissor descoberto, conhecidamente
agonista, colinérgico (Colovic et al., 2013). Desempenha no SNC fung¢des importantes
relacionadas ao comportamento, aprendizado, memoria, organizagcao cortical do
movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (Mesulam et al., 2002; Moretto et
al., 2004).

Para realizar sua fungcdo, a ACh (C7H1sNO2) deve ser deslocada ou
interrompida. A AChE cliva com a ACh, pela hidrélise resultando colina (Ch) e acido
acético (Figura 9). Aliberagao da ACh na fenda sinaptica acontece por canais de calcio
dependentes de voltagem. A hidrélise da ACh pela AChE ocorre rapidamente em

milissegundos, interrompendo a transmissdo do impulso nervoso (Katzung, 2005).
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Dessa maneira, para acontecer a reagao inversa, a colina precisa ser reabsorvida

pelos neurdnios pds ganglionares (Petronilho; Pinto; Villar, 2011).

Figura 9 — Reacao de hidrélise da ACh.

HiC_. CH;
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Acetilcolina Colina Acido acético

Fonte: Santos et al., 2007.

Entretanto, é de extrema importancia um mecanismo que limite o tempo de
agao da ACh na transmissao rapida dos neurotransmissores, que € conhecido como
degradagdao da ACh, realizado pelas colinesterases, responsaveis pela ativagao
indesejada dos neurdnios e assegura o momento ideal de sinalizagdo (Golan, 2009).

A ACh é encontrada em células gliais, no plasma e no figado (Katzung, 2005).

Produto de origem vegetal com poder adsortivo

A adsorcédo € uma metodologia de destaque e simboliza um processo
fundamental no controle da disponibilidade e solubilidade de contaminantes no solo
(Ford et al., 2001). O carvao vegetal ativado é considerado um adsorvente para a
retengao dos poluentes, mas, devido ao seu alto custo, inviabiliza o seu uso.

As macrdfitas sdo plantas que migraram do ambiente terrestre para o meio
aquatico com propriedades de absorver nutrientes. Sugere-se para tanto, compostos
naturais com fungcdes adsorventes ou biossorventes, que apresentem eficiéncia na
capacidade de remocgéo de contaminantes a um custo relativamente baixo (Notare,
1992; Esteves, 1998). Entre elas, destacam-se as plantas aquaticas aguapée,
bananeira e papiro anao.

Os aguapés (Eichhornia crassipes), ficam submersos na agua, € uma planta
dioica com flores brancas e algumas ramificagdes. Possuem alta capacidade de
absorver nutrientes, sao utilizados como agente bioindicador de areas pantanosas e

eutrofizadas. Dessa maneira, € considerada de alto poder filtrante sendo eficiente
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tanto na recuperagao de ambientes poluidos como na remogao de substancias toxicas
(Notare, 1992).

Abanana (Musa spp), considerada o quarto alimento natural mais produzido
no mundo (Cepa, 2009). A bananeira possui em sua composi¢ao a lignina, celulose e
hemicelulose, além de contemplar os grupos funcionais como carbonila, carboxila e
hidroxila, responsaveis pela biossorc¢ao (Bilba; Arsene; Ouensanga, 2007).

O papiro ando é outro exemplo de planta fitorremediadora de extrema
relevancia, por ser de facil cultivo e boa adaptagdo em solos umidos (Perbangkhem;
Polprasert, 2010). Consiste em raios cilindricos e aplanados, folheados, bractéolas
sendo a principal superficie fotossintética da planta (Jones; Kamsiime; Sauders,
2018).

A cortica € um recurso natural sustentavel com distintas caracteristicas
morfolégicas e quimicas além de inumeras aplicagdes na industria, sendo a mais
importante a fabricacdo de rolhas para a industria vitivinicola (Pereira, 2007). Este
processo gera como subprodutos o p6 de cortica, granulados de corti¢ca ou residuos
como condensado negro, entre outros (Graga, s.d). O pais de Portugal representa
55% da producdo e da transformagcdo mundial da cortica, conhecida pela casca
externa espessa e homogénea, com células suberizadas, de tecido impermeavel,
elastico e homogéneo do Quercus suber L. (Fagaceae), o sobreiro que produz a
cortica virgem, que reproduz a cortica da segunda decapagem e cortiga de reprodugao
de tiras subsequentes (Monteiro, 2019). Esta casca externa ao ser retirada da arvore
sofre regeneragao devido a presenca de felogénio (Pereira, 2004; Gil, 1998; Mestre,
2011; Silva, 2005). O sobreiro € uma arvore de adaptabilidade esclerdfila, encontrada
principalmente na bacia do Mediterraneo ocidental. Possui crescimento lento, perene
e de folhas largas (Pereira, 2007; Gil, Varela, 2008; Pereira, 2011; Aroso et al., 2017;
Camilo-Alves et al., 2020; Apcor, 2022). Os sobreiros, em condigdes ideais, chegam a
viver 200 anos, atingem 25 m de altura, preferem a temperatura de 13-18°C e solos
com valores de pH entre 4,8 e 7,0 (Silva, 2005, Pereira, 2011, Gil, Varela, 2008; Apcor,
2022).

A cortica tem sido indicada como sorvente sustentavel por ser de facil
acesso, de baixo custo, 100% natural, renovavel, reciclavel e biodegradavel (Pintor et
al., 2012; Aguiar et al., 2019). Esse potencial se deve a sua composi¢ao heterogénea
(grupos CO, -OH e -CH), presenca de lignina (17,1 a 36,4%), suberina (23,1 a 54,2%),

celulose e hemicelulose (19%) e uma fragdo extrativa (16%) composta por
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substancias lipidicas e fendlicas e compostos inorganicos (1%), que conferem
hidrofobicidade e maior polaridade respectivamente (Hinz; Morés; Carasek, 2021).

A composi¢cdo quimica e a estrutura da parede celular da cortica
apresentam como propriedades a de camada protetora dos tecidos internos e de
resisténcia a célula representado pela suberina e lignina respectivamente
considerados polimeros hidrofébicos. Os demais componentes estruturais da parede
celular sdo os polissacarideos (20%), mais especificamente a celulose e a
hemicelulose (Ferreira et al., 2016; Mota et al., 2016). A cortiga € composta também
de componentes néao estruturais (16%), soluveis em diferentes solventes (Mota et al.,
2016; Sen et al., 2016). Além, da cinza (1 a 2%) que é resultado da combustao total.
Representa um material inorganico composto de calcio, fosforo, sédio, potassio e
magneésio (Ferreira et al., 2016). A cortigca possui baixa densidade, impermeabilidade
a liquidos e isolante térmico (Gil, 1998, Aronson, 2012). Os granulados de cortica

possuem em sua composi¢cao material de carbono orgéanico (Monteiro, 2019).

Objetivos

Diante do contexto apresentado, o presente estudo com proposta inovadora,
teve como objetivo geral avaliar o impacto do pesticida pirofosfato de tetraetila (TEPP)
na atividade da acetilcolinesterase em enzima comercial de Electrophorus electricus
(enguia elétrica) e secretada por células neuronais PC12 (in vitro). Para tanto, foi
necessario comparar in vivo, a eficiéncia da remogao do pesticida da agua com a
utilizagdo de granulos de cortica como adsorvente natural em uma espécie de peixe
bem sensivel as alteracbes e adversidades ambientais e, verificar os efeitos
toxicologicos do TEPP como contaminante no desenvolvimento e comportamento dos
embrides e juvenis de zebrafish.

Visto que o TEPP é um inseticida de potencial altamente téxico, aqui ainda
€ proposto avaliar e desenvolver um controle para descontaminagdo da agua
contaminada com TEPP por meio de produtos de origem vegetal com capacidade
adsortiva, o que permite elucidar e abrir novas possibilidades em pesquisas de
descontaminantes aquaticos para a regiao do oeste paulista.

Justificativa
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A tematica deste trabalho tem como relevancia a avaliagdo e minimizagao
dos impactos ambientais das atividades agroindustriais causadas pelo uso do
contaminante TEPP, utilizado nas culturas de café, feijao e soja, a partir do uso dos
embrides de zebrafish. A avaliacdo da toxicidade de uma substéncia permite uma
analise dos efeitos nocivos frente a uma exposi¢ao humana. Vale ressaltar ainda, que
o uso de embrides Danio rerio vem se tornando um importante modelo para determinar
a toxicidade de uma nova substancia, pois apresentam caracteristicas similares ao
genoma humano. Além disso, permite elucidar sua aplicabilidade em diversas células,
no estudo dos mecanismos moleculares e nas abordagens genéticas, além de
apresentarem facil manipulagdo quando comparada a outros modelos animais, como
0 camundongo, além de um baixo custo em seu uso (Cazarin; Corréa; Zambrone,
2004; Escaleira, 2017).

A seguir sera apresentado dois artigos relacionados aos objetivos do
trabalho, sendo o capitulo 1 intitulado: Eficiéncia na remog¢édo do pesticida pirofosfato
de tetraetila (TEPP) em agua: utilizagdo de granulos de cortica como adsorvente
natural na atividade da acetilcolinesterase em células neuronais PC12 e o capitulo 2:
O impacto do pesticida pirofosfato de tetraetila (TEPP) no desenvolvimento e
comportamento do Danio rerio: avaliando o potencial dos granulos de cortica como
adsorvente natural para remocdo de TEPP de ambientes aquosos. Assim, este
trabalho compreende a contextualizacdo, dois artigos compondo os capitulos e as
consideracodes finais.
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RESUMO

O pirofosfato de tetraetila (TEPP) € um pesticida organofosforado que inibe
irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE). Uma técnica promissora para remover
pesticidas da agua € a utilizacdo de materiais de baixo custo, e 0 p6 ou granulos de
cortica tém sido recomendados como sorventes sustentaveis. No presente estudo,
avaliamos a eficacia da remocéao do TEPP da agua utilizando rolhas de vinho para
obter granulos de cortica como adsorvente natural, analisando os efeitos do TEPP na
atividade da AChE em enzima comercial de Electrophorus electricus e secretada por
células neuronais PC12. O TEPP inibiu a atividade da AChE de maneira dependente
da concentracdo. Pela primeira vez, mostramos que diferentes concentracbdes de
TEPP diluido em &gua apos experiéncias de adsor¢do utilizando granulos de cortica
diminuiram os efeitos inibitorios do TEPP na atividade da AChE em enzima comercial
e meio de cultura de células neuronais PC12. Globalmente, os resultados indicam que
os granulos de cortica podem ser utilizados para remediar ambientes contaminados
com pesticidas como uma alternativa as dispendiosas abordagens de remocédo de
pesticidas.

Palavras-chave: Pirofosfato de tetraetila. Organofosforado. Cortica. Adsorvente;
acetilcolinesterase. Células neuronais PC12.

*Endereco para correspondéncia: Carlos Alberto-Silva, Universidade Federal do ABC
(UFABC), Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH), R. Arcturus, 03, Bloco
Delta, S&o Bernardo do Campo, 09606-070, SP, Brasil; Telefone/FAX: +
55(11)23206229. e-mail: carlos.asilva@ufabc.edu.br

1 Introducéo

Os pesticidas sao adotados para o controle, destruicdo ou prevencao de
agentes patogénicos que inibem e interferem nas vias fisioldgicas dos organismos,
principalmente de carbono, hidrogénio e cloro (Fernandez-Cornejo et al., 2014). Os
organofosforados (OPs) representam uma ampla gama de produtos quimicos
estruturalmente relacionados que tém sido amplamente utilizados como inseticidas
comerciais (Georg, 2015). Os OPs inibem irreversivelmente a acetilcolinesterase
(AChE; EC3.1.1.7), a enzima que catalisa a quebra da acetilcolina (ACh) em acetato
e colina nas fendas sinapticas (Abreu-Villaca; Levin, 2017), o que explica a
estimulacdo excessiva do sistema nervoso central levando a insuficiéncia respiratoria
e morte.

O uso excessivo de agrotoxicos representa um risco ao meio ambiente, pois

podem contaminar o solo, a &gua, 0 ar e 0s seres vivos por meio de derramamento
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ou aplicacédo em regides agricolas (Angels Olivella et al., 2012). Os pesticidas foram
removidos de solucdes aquosas usando uma variedade de tratamentos quimicos e
fisicos, como adsorcdo, oxidagdo avancada e filtragem por membrana, bem como
tratamentos biologicos, como fitorremediagéo, biorremediacéo e processo de tanque
de aeracao (Mojiri et al., 2019). Uma técnica promissora para remover pesticidas de
solucbes aquosas € a adsorcdo em materiais de baixo custo usando adsorventes
naturais (Mojiri et al., 2020).

A cortica € um recurso natural sustentavel com caracteristicas morfologicas
e quimicas distintas. E uma importante matéria-prima industrial com uma ampla gama
de aplicacbes, sendo a mais importante a fabricacéo de rolhas (Pereira, 2007; Pintor
et al.,, 2012). Além disso, os principais subprodutos da industria da cortica, p6 de
cortica e granulados, podem ser valorizados atraves da utilizagdo de tecnologias de
adsorcdo ambiental, resultando em dois beneficios: reciclagem de residuos e limpeza
de agua, aguas residuais ou ar. O po e os granulos de cortica, por exemplo, tém sido
recomendados como sorventes sustentaveis para uma vasta gama de derrames de
hidrocarbonetos, 6leos, solventes e compostos organicos porque sao 100% naturais,
renovaveis, reciclaveis e biodegradaveis (Pereira, 2007; Pintor et al., 2012). Esse
potencial se deve a sua composicao heterogénea (grupos CO, -OH e -CH), presenca
de lignina e suberina, que conferem hidrofobicidade, e presenca de celulose e
hemicelulose, que possuem maior polaridade (Hinz et al., 2021).

A reutilizagao de rolhas como adsorventes naturais tem sido investigada
porque apresenta propriedades apelativas como ser facilmente acessivel, contribuir
para 0 ambiente, ser barata, reduzir desperdicios e servir como alternativa aos
materiais sintéticos. Como resultado da crescente necessidade de informacéo sobre
a remocdo de pesticidas utilizando sorventes naturais, avaliamos a eficacia da
remocao de pesticidas pirofosfato de tetraetila (TEPP) da agua utilizando granulos de
cortica provenientes da reutilizagcdo de cortica de vinho na atividade de AChE em
enzima comercial de Electrophorus electricus (enguia elétrica) e enzima secretada por

células neuronais PC12.

2 Materiais e métodos

2.1 Reagentes e solugdes
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O TEPP (Pestanal®) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) com
pureza > 99,9%, e este pesticida foi escolhido por ser comumente utilizado na
agricultura, produtos de limpeza, cosméticos, protecdo ambiental, alimentos e bebidas
e cuidados pessoais em todo o mundo. As solugcbes estoque de TEPP foram
preparadas a 100 mmol-L-1 em agua ultrapura estéril e mantidas a -4 °C. As amostras
de cortica foram utilizadas como adsorventes naturais e obtidas a partir de uma rolha
de vinho da mesma marca (Sao Paulo, Brasil), um material economicamente viavel e
que nao polui o meio ambiente apos a sua utilizagdo. AChE de E. electricus (enguia
elétrica) Tipo VI-S foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Outros
produtos quimicos utilizados no presente estudo foram de grau de reagente analitico
(pureza superior a 95%) e adquiridos da Calbiochem-Novabiochem Corporation (San
Diego, CA, EUA), Gibco BRL (Gibco-BRL, Waltham, MA, EUA) ou Sigma -Aldrich
Corporation (St. Louis, MO, EUA).

2.2 Linhagem celular neuronal PC12

A linhagem celular PC12 foi adquirida da American Type Culture Collection
(ATCC® CRL-1721TM, EUA) e é gerada a partir de um feocromocitoma de rato
transplantavel. As células foram cultivadas rotineiramente em meio DMEM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco,
Waltham, EUA), 1% (v-v-1) de 10.000 U- mL-1, 10 mg-mL-1 de estreptomicina e 25
Mg-mL-1 de solugao de anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37°C em
uma solucao de 5% de CO2 (Water Jacketed CO2 Incubator, Thermo Cientifico). As
células foram passadas utilizando uma solucdo de tripsina-EDTA [0,05% (m-v-1)
tripsina e 0,02% (m-v-1) EDTA] a 80% de confluéncia. A cada 2-3 dias, o0 meio de

cultura foi reabastecido.

2.3 Preparo dos granulos de cortica

As amostras de cortica foram cortadas em formato de barra com 1,0 cm de
comprimento e aproximadamente 3,0 mm de diametro e trituradas. A limpeza das
rolhas foi realizada conforme descrito posteriormente (Dias et al., 2015). Eles foram
submetidos a etapas de lavagem em agua ultrapura por 2 h, e a agua foi renovada até

que houvesse auséncia de coloracdo amarela na agua. As amostras foram filtradas
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(Whatman 0,45 um) antes da analise para minimizar a interferéncia dos finos
adsorventes na analise. Em seguida, foram secos em estufa a 60 °C por 24 horas e

armazenados em recipientes plasticos.

2.4 Experimentos de adsorcao

Os testes de adsorcao foram realizados num conjunto de microtubos de 2
mL contendo 5 ou 10 mmol-L-1 (1 mL) de solugbes TEPP, aplicando-se em cada
amostra uma dose fixa de 0,10 g de granulado de cortica, que foi coberta com folha
de aluminio. para evitar a fotodegradacao do pesticida. Todos os testes incluiram um
grupo controle que refletiu a condicdo de tratamento de agua ultrapura estéril sem
TEPP. As solugbes foram mantidas em temperatura ambiente (25 + 2°C) por um total
de 24 horas de contato, com agitacao periddica para atingir o equilibrio. As amostras
foram entdo centrifugadas durante 5 min a 16.000 x g a temperatura ambiente. As
solugcbes foram coletadas, esterilizadas por filtragdo com filtro de membrana com
tamanho de poro de 0,22 um e armazenadas a -4°C até o uso. De acordo com estudo
preliminar, a dose de granulado de cortica utilizada é a melhor no espectro de
concentracfes de pesticidas examinadas (dados ndo apresentados). Os ensaios
bioquimicos para atividade de AChE obtidos comercialmente ou em culturas de
células PC12 foram utilizados para analisar amostras de controle ou diferentes
concentracdes de TEPP.

2.5 Atividade de AChE em enzima comercial de E. electricus

A atividade da AChE foi avaliada espectrofotometricamente pela técnica de
Ellman, conforme relatado anteriormente na literatura (Ellman et al., 1961; Harry et al.,
2003), com pequenas modificagdes. TEPP (10 yL) em doses de concentragbes
variadas (1, 5, 10 e 20 mmol-L™), 10 yL de AChE comercial (0,5 U-mL™) (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) e 160 pL de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB; reagente de
Ellman) 0,33 mM (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em tampé&o fosfato (0,1 mmol-L™%, pH
8,0) foram colocados em triplicata em microplaca e incubados em temperatura
ambiente por 10 min apds adi¢do de 10 pL de iodeto de acetiltiocolina (20 mmol-L™1)
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). A hidrolise do iodeto de acetiltiocolina leva a producao

de acido acético e tiocolina, que reage com o DTNB produzindo o anion acido 5-tio-2-
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nitrobenzadico, que foi monitorado a 412 nm durante 20 min em leitor de microplacas
(BioTek Instruments, Inc., Winooski , VT, EUA). A atividade da AChE foi expressa
como concentracdo de substrato acetiltiocolina-iodo hidrolisado em nmol.min-1. A
atividade da AChE foi expressa como percentual de substrato acetiltiocolina iodo

hidrolisado em relac&o ao controle.

2.6 Atividade AChE em cultura de células neuronais PC12

Inicialmente, um ensaio bioquimico para atividade de AChE em células
PC12 foi realizado com alteracbes minimas utilizando lisados de proteina bruta de
células e meio de cultura (Schwartz et al., 2007). As células foram semeadas a 1,0 x
10* células por poco em placas de 96 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA) e
tratadas com diferentes concentraces de TEPP (1 a 20 mM) diluidas em meio DMEM
sem FBS num volume final de 0,10 mL. A placa foi incubada por 24 horas, a 37°C, em
atmosfera de 5% de COz2. Para obter lisados de proteina bruta, as células foram
lavadas uma vez com 200 uyL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 27 mM, Na2HPO4 10 mM,
KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4) e lisadas com tampao contendo NaCl 150 mM, Triton X-100
a 1%. , Tris 50 mM, pH 8,0. Aliquotas de lisados de proteina bruta (10 pL) ou meio de
cultura (15 pL) foram utilizadas para realizar o ensaio enziméatico de AChE
determinado por uma modificagdo do método espectrofotométrico de Ellman et al.
(Ellman et al., 1961), conforme descrito abaixo. A atividade da AChE foi expressa
como concentracdo de substrato acetiltiocolina iodo hidrolisado em nmol.min-t ou uma

porcentagem de substrato acetiltiocolina iodo hidrolisado em relacdo ao controle.

2.7 Estudos de toxicidade celular

Células PC12 também foram utilizadas para avaliar a toxicidade celular do
TEPP in vitro. Células PC12 foram semeadas em placas de 96 pocos (Nest
Biotechnology, Rahway, EUA), a 2,0 x 10* células por poco, e foram tratadas com
diferentes concentragdes (0,3 a 10 mM) de TEPP em um volume final de 0,10 mL. A
placa foi incubada a 37°C por 1, 6, 12, 24 e 48 horas. Para cada concentragao e curso
de tempo estudados, houve grupos controle e DMSO, que representam células ndo
tratadas (apenas um volume igual do meio de cultura) e tratadas com DMSO 5% (v/v)

diluido no meio de cultura, respectivamente. Os efeitos citotbxicos do TEPP foram
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determinados usando ensaio de Vvioleta cristal (Feoktistova et al., 2016).
Resumidamente, o meio foi aspirado e as células foram lavadas duas vezes num jato
suave de agua da torneira. Em seguida, 25 yL de uma solugédo de coloragao cristal
violeta a 0,5% (v/v) foram adicionados a cada poco e incubados por 20 min em
temperatura ambiente em um agitador de bancada com uma frequéncia de 20
oscilacbes por min. A placa foi lavada quatro vezes e seca ao ar durante pelo menos
2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, metanol (100 uL) foi adicionado a
cada poco e a placa foi incubada com a tampa colocada por 20 min em temperatura
ambiente em um agitador de bancada com frequéncia de 20 oscilagdes por min. Apés,
a adsorvancia da amostra foi medida a 570 nm utilizando um leitor SpectraMax
(Molecular Devices, CA, EUA). A citotoxicidade foi expressa como percentagem (%)
da integridade celular em relacéo as células de controle (100%).

3 Andlise estatistica

Todos os dados sdo mostrados em triplicata como a média + DP de trés
experimentos diferentes (n = 3). Para comparacdes entre grupos, foi utilizada uma
analise de variancia (ANOVA) unidirecional, seguida de um teste post-hoc de Tukey
para comparac¢fes multiplas. A significAncia estatistica foi definida como valor de p <
0,05. O GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para conduzir a analise (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA).

4 Resultados
4.1 Granulos de cortica

Os granulos de corti¢a utilizados no nosso estudo foram obtidos apds corte,
trituracdo, lavagem, filtracdo e secagem das amostras de cortica, conforme ilustrado

na figura 1.

Figura 1. Preparo dos granulos de cortica como adsorvente natural. As amostras

de cortica (A) foram cortadas (B), trituradas (C), lavadas, filtradas e secas (D).
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2022.

4.2 Efeitos do TEPP na atividade da AChE

Os efeitos inibitérios do TEPP na concentracdo de 1 a 20 mmol-L™! sobre
a enzima AChE de E. electricus tipo VI-S obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
foram testados usando o método espectrofotométrico de Eliman et al. (Ellman et al.,
1961). O TEPP reduziu significativamente a atividade da AChE em concentractes
superiores a 2 mM, sendo o efeito dependente da concentracao (Fig. 2A). A atividade
da AChE foi reduzida para 23,80 + 1,42% quando TEPP a 20 mM foi utilizado no
ensaio em comparagao com o controle. O DMSO (5%) também reduziu a atividade da
AChE com um percentual de inibi¢céo de 38,05 + 1,42%.

Pela primeira vez, mostramos que os granulos de cortica utilizados como
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adsorventes naturais foram eficientes na remocao de mais de 94 + 5% de TEPP
diluido em agua em comparacao com ensaios de inibicdo de AChE na presenca de 5
e 10 mM de TEPP néo tratado com corti¢a (Fig. 2B).

Figura 2. Efeitos do TEPP na atividade da AChE (A) e caracteristicas dos
granulos de cortica para adsor¢ao de TEPP diluido em agua (B). A inibicao da
AChE foi expressa como porcentagem de substrato acetiltiocolina iodo hidrolisado em
relacdo ao controle (C; caixa preta). Os dados de dois experimentos independentes
em triplicata sdo expressos como média + DP e avaliados usando ANOVA
unidirecional seguido pelo pds-teste de Tukey. * p < 0,05 para diferengas entre os

grupos controle (C); Pirofosfato de tetraetila (TEPP).
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4.3 Atividade de AChE em lisados celulares e meio de cultura da linhagem

celular neuronal PC12

A atividade da AChE foi medida utilizando extrato proteico total e meio de
cultura de células neuronais PC12. A velocidade de hidrolisacéo da acetiltiocolina-iodo
no experimento cinético foi maior no meio de cultura (0,92 + 0,06 nmol-min-t) do que
nos lisados de proteina bruta (0,02 + 0,01 nmol-min-!), indicando que a atividade da
AChE é mais abundante no meio do que no extrato celular (Fig. 3). Por estas razdes,
os efeitos do TEPP na atividade da AChE foram investigados utilizando meio de
cultura de células PC12. TEPP a 5 mM e 10 mM reduziu a atividade da AChE em 78,4
+5,4 e 95,7 + 2,3%, respectivamente, quando comparado a atividade medida no meio

de cultura (Fig. 3).

Figura 3. Caracterizagao da atividade AChE na linhagem celular neuronal PC12.
A inibicdo da AChE foi expressa como substrato acetiltiocolina-iodo hidrolisado por
min (nmol-min-') em lisados celulares e meio de cultura (A). Cinética enzimatica do
substrato acetiltiocolina-iodo hidrolisado em lisados celulares e amostras de meio de
cultura de cultura celular monitoradas durante 20 min (B). Os dados de dois
experimentos independentes em triplicata foram expressos como média + DP e
analisados por ANOVA unidirecional seguido de pos-teste de Tukey. * p < 0,05 para

diferencas entre os grupos controle; Pirofosfato de tetraetila (TEPP).
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4.4 Efeitos do TEPP na atividade da AChE no meio de culturadalinhagem celular

neuronal PC12

A Figura 4 mostra que as células PC12 expostas a 5 ou 10 mmol-L? de
TEPP por 24 h diminuiram os niveis de atividade da AChE de maneira dependente da
concentracdo quando comparadas as células controle. Os efeitos inibitérios do TEPP
na atividade da AChE em meios de cultura da linhagem celular neuronal PC12 nao
foram detectaveis quando as células PC12 foram tratadas com amostras contendo 5
ou 10 mmol-L! de TEPP e 0,10 g de granulos de cortica produzidos apds as
experiéncias de adsorcdo. Curiosamente, 0s nossos resultados indicaram que 0s
granulos de cortica adsorveram mais de 95 + 5% do TEPP diluido em &gua, reduzindo
os efeitos inibitérios do TEPP na atividade da AChE nos meios de cultura.

Figura 4. Efeitos do TEPP na atividade da AChE no meio de cultura da linha
celular neuronal PC12 (A) e na eficiéncia da utilizagdo de residuos de cortica
como adsorvente natural do TEPP em solucdo (B). Os dados foram expressos
como média = DP e avaliados utilizando ANOVA unidirecional seguido pelo pds-teste
de Tukey de dois experimentos independentes em triplicata. * p < 0,05 para diferencas

entre 0os grupos controle; Pirofosfato de tetraetila (TEPP).
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4.5 Citotoxicidade do TEPP na linhagem celular neuronal PC12

Os efeitos citotoxicos de véarias doses de TEPP foram investigados
utilizando células PC12 com base na alteracédo da integridade da membrana neste
estudo, conforme demonstrado na figura 5. Todas as concentracfes testadas de
TEPP nado apresentaram citotoxicidade significativa (p > 0,05) ap6s 1, 3 e 24 h de
tratamentos (Fig. 5 A-C). Apesar disso, o TEPP apresentou efeitos citotoxicos a 5 mM
(p =0,035) e 10 mM (p = 0,015) apdbs 48h de tratamento quando comparado a célula
nao tratada (controle) ou DMSO (Fig. 5D). O DMSO (controle positivo) diminuiu a
integridade celular nas células PC12 ap6s 3, 24 e 48 h em comparacdo ao grupo
controle (Fig. 5 B-D).

Figura 5. Efeitos citotéxicos do TEPP nas células neuronais PC12. Durante 1 (A),
3 (B), 24 (C) e 48 (D) horas, as células foram tratadas com TEPP em doses variando
de 0,3 a 10 mM. Os grupos Controle e DMSO indicam células nao tratadas e células
tratadas com DMSO 5%, respectivamente. Os valores sdo expressos como média +
DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata e analisados usando
ANOVA unidirecional e pés-teste de Tukey. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
Pirofosfato de tetraetila (TEPP).
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5 Discusséao

A cortica € um recurso natural sustentavel com caracteristicas morfologicas
e quimicas distintas. E uma importante matéria-prima industrial com um vasto leque
de aplicacBes, das quais a mais importante € o fabrico de rolhas (Pereira, 2007). Além
disso, os principais subprodutos da industria da cortica, pé de cortica e granulos,
podem ser valorizados através da utilizacdo de tecnologias de adsor¢cdo ambiental,
resultando em dois beneficios: reciclagem de residuos e purificacdo de agua, aguas
residuais ou ar (Pintor et al., 2012). Aqui, investigamos a reutilizacdo de rolhas de
vinho para obter granulos de cortica para serem utilizados como adsorventes naturais
para TEPP em ambientes aquosos, utilizando um teste enziméatico de AChE
empregando enzima comercial ou segregada de cultura de células neuronais PC12
para avaliar a eficacia da remocédo de TEPP de agua.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou espectrometria de
massa (HPLC-MS/MS) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia - espectrometria de
massa de alta resolucdo (UPLC-HRMS) sdo métodos comumente usados para
determinar residuos pesticidas diluidos em amostras de agua ou a eficiéncia da
remocao de pesticidas usando compostos adsorventes naturais (De Aguiar et al.,
2019; Hinz et al., 2021; Marzi Khosrowshahi et al., 2021; Pan et al., 2022). A eficacia
das rolhas das Quercus cerris e Quercus suber na remocao de pesticidas da agua foi
investigada (De Aguiar et al., 2019): Em ambientes aquosos, ambas as espécies de
cortica podem ser utilizadas como adsorventes de atrazina, clorpirifés, lambda-
cialotrina, fluazifop-P-butilo e lactofeno, com eficiéncias médias de remocao de 80 e
70% para os pesticidas examinados, utilizando espectrometria de massa para analisar
a concentracao de pesticidas em solucao (De Aguiar et al., 2019). Pela primeira vez,
mostramos a eficiéncia na remocao significativa de mais de 91,4 + 4,0% de TEPP
diluido em agua quando sua atividade inibitéria de AChE foi testada por ensaios
bioquimicos. Estes resultados demonstraram que diferentes concentractes de TEPP
diluidas em agua apés experimentos de adsor¢cao nao inibiram a atividade da AChE
em comparacdo com TEPP sem adsor¢do. Reforca a ideia de que os granulos de
cortica podem ser utilizados para estabelecer um tratamento econémico e eficiente
para ambientes afetados por pesticidas, como o0s contaminados por pesticidas

organofosforados.
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A enzima AChE, encontrada em neurdnios colinérgicos, regula o
desenvolvimento, a diferenciacao e a plasticidade dos neurénios em desenvolvimento
do sistema nervoso central (Grisaru et al., 1999) e alteragGes na sua atividade tém
sido associadas aos disturbios e intoxicagdes, incluindo toxicidade induzida por TEPP
(Maxwell et al., 2006). TEPP induz estimulacdo excessiva do sistema nervoso central
ao inibir irreversivelmente a AChE. A inibicdo do sitio catalitico da enzima é
amplamente aceita como o principal mecanismo de acdo (Maxwell et al., 2006),
embora existam outros mecanismos nao relacionados a inibicio da enzima
conversora de angiotensina (ECA), como inibicdo da esterase neurotoxica ou ligacao
a albumina sérica (Glaros et al., 2020). Estudos anteriores também relataram os
efeitos inibitérios do TEPP na AChE comercial (Maxwell et al., 2006) e AChE cerebral
em diferentes peixes tropicais (Assis et al., 2012). Nos outros, o TEPP também inibiu
significativamente a enzima AChE comercial da enguia elétrica (E. electricus) tipo VI-
S de maneira dependente da concentracao, incluindo concentragdes superiores a 20
mM com inibicdo > 90% da cinética enzimética.

A cortica € um material poroso de biomassa constituido por células
prismaticas empilhadas em forma de favo de mel que pode ser utilizado como meio
de adsorcado (Pereira, 2007). Propde-se que a agua seja adsorvida na cortica num
processo de duas etapas: primeiro, a agua forma aglomerados em torno de locais
hidrofilicos na superficie; e entdo, a agua se difunde na parede celular, levando ao
inchaco do material. Esta transformacéo da estrutura da parede leva a um ciclo de
histerese nas isotermas de adsorcdo de vapor de agua (Lequin et al., 2010). Este
fendmeno, associado as interacdes fisico-quimicas e aos importantes sitios de ligacéo
entre as moléculas dos pesticidas e da cortica, especialmente o seu dominio
aromatico de suberina e lignina, (Domingues et al., 2007) pode fornecer informacdes
importantes para compreender a dindmica dos processos de retengdo e expressar sua
capacidade de adsorcao (Pintor et al., 2012). Neste estudo, a utilizacdo de granulos
de cortica como substrato de adsorcao para a remocao de TEPP diluido em agua foi
eficiente quando comparado com ensaios de inibicdo de AChE na presenca de TEPP
diluido em &gua. E importante realcar que as experiéncias de adsorcdo foram
realizadas em solucbes preparadas com agua ultrapura estérii (pH ~7,0) a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 24 horas de contato com granulos de
cortica. Porém, como o pH, a temperatura e a presenc¢a de nutrientes e outros metais

podem afetar 0 mecanismo de adsor¢cdo e, consequentemente, a eficacia e
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seletividade do processo (De Aguiar et al., 2019). Para compreender totalmente o
impacto das influéncias externas no processo de adsorcdo do TEPP nestas
descobertas, mais estudos serdo necessarios.

A liberacdo de AChE enzimaticamente ativa em células neuronais PC12 foi
previamente relatada na literatura (Deschénes-Furry et al., 2003; Lucas; Kreutzberg,
1985). Estas descobertas também mostraram que essas células liberam AChE no
meio extracelular porque sua atividade foi maior no meio de cultura do que nos lisados
de proteina bruta. Além disso, a adicdo de TEPP ao meio de cultura reduziu bastante
a atividade da AChE. Curiosamente, estes resultados indicaram que os granulos de
cortica adsorveram mais de 95 + 5% do TEPP diluido em agua, reduzindo os efeitos
inibitérios do TEPP na atividade da AChE nos meios de cultura. Estas descobertas
mostram que culturas de células cerebrais in vitro podem ser usadas para determinar
0S processos subjacentes a neurotoxicidade do desenvolvimento de pesticidas, bem
como fornecer um método de triagem rapido.

A neurotoxicidade do azametifés e do clorpirifés, ambos pesticidas
organofosforados, também foi investigada em células PC12, e o crescimento neuronal
mostrou-se inibido de forma dependente da dose (Christen et al., 2017). Os testes de
citotoxicidade avaliam os efeitos de um composto numa linhagem celular humana
especifica e fornecem informacgdes cruciais sobre as propriedades biol6gicas de uma
nova molécula, concentrando-se na sua tolerabilidade fundamental (Bacskay et al.,
2018). Os efeitos citotoxicos de varias doses de TEPP foram investigados utilizando
células PC12 com base na alteracdo da integridade da membrana neste
estudo. Quando comparado com a célula ndo tratada, o TEPP s6 apresentou efeitos
citotéxicos em doses mais elevadas e apds 48 horas de tratamento.

Estas descobertas indicam que os granulos de cortica para vinho podem
ser utilizados como adsorvente natural para TEPP em ambientes aquaticos, com
eficiéncias de remocdo consideraveis. Mostrou-se que 0s granulos de cortica
adsorveram mais de 95% do TEPP diluido em agua, diminuindo os efeitos inibitorios
do TEPP na atividade da AChE em enzima comercial de enguia eléctrica (E.
electricus) e meio de cultura de células neuronais PC12. Estes resultados sugerem
gue culturas de células neuronais in vitro podem ser utilizadas para determinar os
processos subjacentes a neurotoxicidade do desenvolvimento de pesticidas, bem
como fornecer um método de rastreio rapido. Globalmente, os resultados

demonstraram que os granulos de cortica podem ser utilizados para limpar cursos de
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agua contaminados com pesticidas como uma alternativa as dispendiosas

abordagens de remocao de pesticidas atualmente empregues.

Declaragéo de disponibilidade de dados
Os dados que apoiam as conclusdes deste estudo estdo disponiveis abertamente no
figshare em http://doi.org/10.6084/m9.figshare.19217001.
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RESUMO

Estudos toxicoldgicos de pesticidas em modelos animais podem melhorar a nossa
compreensao dos seus mecanismos de acdo em sistemas bioldgicos. Estratégias
potenciais para remové-los de solucbes aquosas poderiam ser usadas para tratar
ambientes contaminados com pesticidas. No presente estudo, foram avaliados os
efeitos toxicolégicos induzidos pelo tetraetil pirofosfato (TEPP), um pesticida
organofosforado descrito como inibidor da acetilcolinesterase (AChE), no
desenvolvimento e comportamento do peixe-zebra (Danio rerio) e na possivel
descontaminacao da agua com granulos da rolha de vinho como absorvente natural.
A exposicdo ao TEPP diminuiu a taxa de viabilidade dos embribes, seguindo uma
tipica curva dose-resposta em forma de U invertido, sem alterar a velocidade de
desenvolvimento ou a morfologia dos embrides viaveis. O TEPP também aumentou a
preferéncia, passou mais tempo no ambiente escuro e a resisténcia a natagdo dos
peixes-zebra juvenis, em contraste com o grupo de controle. Notavelmente, a a4gua
obtida a partir de granulos de corti¢ca de vinho utilizados em abordagens de adsor¢ao
contém produtos quimicos téxicos que aumentam as taxas de mortalidade, atrasam o
desenvolvimento embrionéario e alteram o comportamento dos peixes-zebra juvenis,
em contraste com as experiéncias in vitro relatadas na literatura. No geral, estas
descobertas sugerem que o modelo de zebrafish em diferentes estagios de
desenvolvimento foi capaz de detectar efeitos toxicoldgicos induzidos por TEPP em
concentracbes nanomolares, 0 que € mais sensato do que 0s experimentos in vitro.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Adsor¢cdo. Ensaio ZET. Organofosforados.
Zebrafish.

1. Introducéo

Organofosforados (OPs) sdo uma classe de compostos quimicos que
possuem propriedades estruturais comparaveis e tém sido amplamente utilizados
como inseticidas comerciais (Georg, 2015). Os OPs inibem a acetilcolinesterase
(AChE), uma enzima que catalisa a conversdo de acetilcolina (ACh) em acetato e
colina nas lacunas sinapticas (Abreu-Villaca; Levin, 2017), o que explica por que a
estimulacdo excessiva do sistema nervoso central leva a insuficiéncia respiratoria e a
morte (Maxwell et al., 2006).

O pirofosfato de tetraetila (TEPP) é um pesticida organofosforado usado na
agricultura, alimentos e bebidas que sédo responsaveis por altas taxas de
envenenamento acidental (Eddleston et al., 2008). Relatorios sugerem que a
toxicidade aguda do TEPP em humanos pode induzir efeitos sistémicos, como
nausea, fraqueza, tontura, perda de visao, aperto no peito, colicas e vomitos (Faust,
1949). Os pesticidas colocam em risco 0 meio ambiente porque os derramamentos

podem poluir o solo, a &gua, o ar e os organismos (Angels Olivella et al., 2012). Alguns



59

dos procedimentos quimicos, fisicos e bioldgicos usados para remover pesticidas de
solugcbes aquosas incluem adsorcdo, oxidacdo avancada, filtragem por membrana,
fitorremediacéo, biorremediacdo e abordagem de tanque de aeracao (Mojiri et al.,
2019).

Adsorventes naturais podem ser usados para remover pesticidas de
solucbes aquosas (Mojiri et al., 2020). A cortica, um produto natural, renovavel e
biodegradavel, tem sido sugerida como um adsorvente sustentavel para uma
variedade de derrames de hidrocarbonetos, 6leos, solventes e compostos organicos
(De Aguiar et al., 2019; Pintor et al., 2012). A presenca de lignina e suberina
proporcionam hidrofobicidade, e a celulose e hemicelulose de alta polaridade,
contribuem para o potencial de adsorcao natural (Hinz et al., 2021). A aplicacéo de
derivados de cortica € particularmente significativa do ponto de vista ambiental, uma
vez que uma componente renovavel € utilizada em produtos de longa duracéo,
aumentando a fixacdo de COz2 (Carrico et al., 2023). A cortica tem sido, portanto,
utilizada como uma alternativa verde devido a sua estrutura porosa, além de ser uma
matéria-prima natural com custo barato, facil acesso, baixa densidade e
caracteristicas de biodegradabilidade (Carrigo et al., 2023; Mafra et al., 2018; Pereira,
2007).

A eficécia das rolhas de Quercus cerris e Quercus suber na a remocéao de
pesticidas da agua também foi investigada (De Aguiar et al., 2019), utilizando métodos
bioquimicos para determinacdo de residuos de pesticidas diluidos em amostras de
agua ou estudando a eficiéncia da remocdo de pesticidas usando compostos
adsorventes naturais (De Aguiar et al., 2019; Hinz et al., 2021; Marzi Khosrowshahi et
al., 2021; Pan et al., 2022). Depois de investigar os efeitos do TEPP na atividade da
AChE em enzimas comerciais da enguia elétrica (Electrophorus electricus) e liberadas
por células neuronais PC12 em cultura (Blini Marengo Malheiros et al., 2022), nosso
grupo também explorou a eficacia da remocdo do TEPP da agua usando rolhas de
vinho para criar granulos de cortica como um adsorvente natural (Blini Marengo
Malheiros et al., 2022). Os granulos de cortiga foram significativos como adsorventes
naturais para TEPP em ambientes aquaticos, com eficiéncias de remocéao
consideraveis (95 + 5% de TEPP diluido em agua) (Blini Marengo Malheiros et al.,
2022). A solugcdo TEPP apo6s o procedimento adsorvente diminuiu os seus efeitos
inibitérios na atividade da AChE em ensaios in vitro (Blini Marengo Malheiros et al.,

2022), sugerindo que os granulos de cortica podem ser utilizados para limpar cursos
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de agua contaminados com pesticidas. Pela primeira vez, relatou-se aqui os efeitos
toxicoldgicos in vivo do TEPP no desenvolvimento, comportamento e morfologia de
embrides e peixes-zebra juvenis (Danio rerio), bem como uma possivel
descontaminacao da &gua utilizando granulos de cortica como absorvente natural em

um modelo de estudo in vivo.

2. Materiais e métodos

2.1 Produtos quimicos e solucdes

O TEPP (Pestanal®; > 99,9% de pureza) foi obtido da Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EUA). Este pesticida foi escolhido porque é comumente usado na
agricultura e em produtos de limpeza, cosméticos, protecdo ambiental, alimentos e
bebidas e cuidados pessoais em todo o mundo. Outros produtos quimicos utilizados
no presente estudo foram de grau de reagente analitico (pureza superior a 95%) e
adquiridos da Calbiochem-Novabiochem Corporation (San Diego, CA, EUA), Gibco
BRL (Gibco-BRL, Waltham, MA, EUA) ou Sigma -Aldrich Corporation (St. Louis, MO,
EUA).

2.2 Solugéo de dguareconstituida

A agua reconstituida foi utilizada apenas em testes com embrides, e a base
para sua formulacdo € a agua ultrapura, a qual sdo adicionados sais. Para
juvenis/adultos utilizamos agua da torneira. Essa agua passa por um filtro de carvéao
ativado e, na manutencdo das matrizes e adultos destinados aos testes
comportamentais, € recirculada, filtrada e tem o0s parametros mencionados
monitorados. Os parametros da agua foram medidos diariamente antes e depois dos
experimentos, incluindo temperatura (28 °C), condutividade (56 puS-cm™), oxigénio
dissolvido (5,6 mg-L?) (Hanna Instruments, Barueri, SP, Brasil) e pH (6,8) (Akso, Sédo
Leopoldo, RS, Brasil). A densidade de peixes em aquarios néo ultrapassou 1,0 g-L*
de agua (Oikari, 2006).

2.3 Coleta e manutencéo de zebrafish
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Zebrafish adulto de tipo selvagem (D. rerio) (n = 100) de fornecedor
comercial (Angelfish, Londrina-PR, Brasil) foram fornecidos ao Bioensaio do
Laboratorio de Ecofisiologia Animal (LEFA) do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina (PR, Brasil).
Na densidade maxima de 50 animais por saco, o0s peixes foram transportados em
sacos plasticos transportando 15 L de agua dos tanques da piscicultura. Os sacos
plasticos continham 2/3 da quantidade de agua e 1/3 do volume de ar para permitir as
trocas gasosas durante o transporte. Durante pelo menos sete dias, 0s peixes foram
aclimatados em tanques de 80 L com agua sem cloro, filtro biolégico, aeracéo
constante e temperatura de 28° C mantida por fotoperiodo de 14h - 10h (claro-escuro).
A renovacgdo da agua foi realizada a uma taxa de 70% a cada 72 horas, garantindo
que os niveis de amobnia (0,01 + 0,01 ppm) (teste colorimétrico Labcon-Alcon,
Camboriu, SC, Brasil) fossem consistentes com a seguranca dos animais. Os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial (Alcon Basic® MEP 200
Complex), destinada ao desenvolvimento de peixes ornamentais. A alimentacdo dos
adultos foi interrompida 24 horas antes dos estudos e mais uma vez durante os testes
agudos. Apdés a desova em bandejas adequadas (Lawrence, 2007), os ovos
fertilizados viaveis foram colhidos em placas de Petri contendo solucédo teste,
selecionados e expostos em placas de 24 pocos. Os embrides foram preservados
individualmente em 2 mL de solucgéo teste sob o ciclo claro/escuro (Oecd, 2013). O
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL,; PR, Brasil) revisou e aprovou este trabalho sob protocolo nimero
041.2022.

2.4 Preparo dos granulos de cortica

As amostras de cortica como adsorventes naturais foram adquiridas da
mesma marca de rolhas para vinho (S&o Paulo, Brasil). As amostras de cortica foram
cortadas em geometria de barra com 1,0 cm de comprimento e aproximadamente 3,0
mm de didmetro e depois trituradas até obter uma granulometria de 1,0 mm. As rolhas
foram limpas da forma descrita a seguir (Dias et al., 2015). Elas foram lavadas em
agua ultrapura e a agua foi renovada até ndao haver mais coloracdo amarela na agua.

Para reduzir a influéncia da adsorcdo de particulas na analise, as amostras foram
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filtradas (Whatman 0,45 m) antes da analise. Em seguida, os granulos foram secos

em estufa a 60 °C por 24 horas e armazenados em recipientes plasticos.

2.5 Experimentos de adsorgéo

Os estudos de adsorcao foram conduzidos em um conjunto Erlenmeyer
contendo diferentes quantidades de TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 pmol-L™%) com ou sem
granulos de cortica a 5% numa solu¢cdo aquosa reconstituida. Para evitar a
fotodegradacdo do agrotoxico, os frascos foram cobertos com papel aluminio e
mantidos em temperatura ambiente (25 £ 2°C) por um total de 24 horas de contato,
com agitagdo peridédica para estabelecer o equilibrio. Na mesma condi¢cdo de
tratamento mencionada acima, foram incluidos no nosso estudo grupos de controle
com apenas solucdo de agua reconstituida ou apenas granulos de cortica a 5% sem
TEPP. Para os testes embrionarios foram utilizadas amostras filtradas em filtro
(PTFE/L 0,22 um); para os juvenis as amostras nao foram filtradas para replicar o

ambiente.

2.6 Projeto experimental

Para ensaios de toxicidade embrionaria em peixes (FET), os embrides
foram escolhidos aleatoriamente e divididos em sete grupos (cada grupo contendo 20
embrides) e mantidos em placa de 24 pocos (Nest Biotechnology, Rahway, EUA). Em
cada poco, um embrido foi mantido em solu¢des teste (International Organization For
Standardization, [s. d.]) em um volume final de 2 mL. Os grupos foram expostos a
diferentes condi¢cbes de tratamento: ndo tratado (controle negativo), tratado com 3,4-
dicloroanilina (DCA; 2 mg-L*; controle positivo), Cortica, TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3
umol-L™) ou Cortica + TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 pumol-L™). Os embrides foram
mantidos 24, 48, 72 e 96 horas pos-fertilizacéo (hpf) a partir da fertilizagdo a 26 + 2 °C
sob ciclos claro-escuro de 14-10 horas. Para os experimentos comportamentais, 0s
peixes juvenis foram (n =9 por tratamento) expostos a TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 pmol-L-
1), Cortica, Cortica + TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 umol-Lt) ou sem tratamento em tanques
de 2,5 L por 24 h. A alimentacao foi interrompida 24 horas antes do inicio da exposi¢ao
e ndo houve renovacao do meio durante os tratamentos. Em seguida, os juvenis foram

submetidos a testes comportamentais claro-escuro e de resisténcia a natagéo e, em



63

seguida, foram sacrificados por imersdo em benzocaina (0,1 g-L!) e parametros

biométricos analisados.

2.7 Ensaios de toxicidade embrionéria de peixe (FET)

A avaliacdo do desenvolvimento larval foi realizada em momentos regulares
(24, 48, 72 e 96 hpf) e os embrides foram classificados como normais, anormais ou
mortos; eclodido/ndo eclodido; usando um microscépio Optico (Axiophot Zeiss
Axiophot). Foram consideradas anormalidades embrido coagulado, auséncia de
batimentos cardiacos, falta de descolamento da cauda do saco vitelino e auséncia de
somitos. Parametros subletais analisados como desenvolvimento anormal da cabeca,
eixo do corpo e saco vitelino, edemas e falta de pigmentacéo e fluxo sanguineo (Oecd,
2013; Pinho et al., 2013). Os dados foram expressos como a meédia + SEM da

porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle.

2.8 Anélises de parametros biométricos

Peso final do peixe, comprimento total (da extremidade anterior da cabeca
até a final da nadadeira caudal), comprimento padrdo (da extremidade anterior da
cabeca até o inicio da inser¢cao da nadadeira caudal) e taxa de sobrevivéncia (SURV)
([numero final de peixes vivos/namero inicial de peixes] x 100) foram todos medidos,
conforme procedimento anterior (Oecd, 2013). Em seguida, 0s peixes mortos foram
congelados e entregues ao sistema de descarte de animais da Universidade Estadual
de Londrina (PR, Brasil). Os dados obtidos do peso final (g), comprimento total (cm) e
comprimento padrdo (cm) foram expressos como média + EPM. A SURV foi

representada como percentual do total.

2.9 Ensaio de preferéncia claro-escuro

Foram realizados os testes comportamentais claro-escuro, de acordo com
a literatura (Cuenca et al., 2022; Maximino et al., 2010; Serra et al., 1999).
Resumidamente, o animal foi colocado em um compartimento central (5 cm de largura)
dentro de um aquario retangular fixado com tinta preta ou branca (49 x 18 x 9 cm).

Apds 5 min de aclimatacdo no compartimento central, o peixe foi solto e filmado por
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15 min pela camera instalada acima do aquario, com 0s parametros tempo de
permanéncia em cada ambiente e nUmero de cruzamentos na linha média, bem como
a primeira escolha de claro ou escuro, sendo avaliado. O GeoVision® Gv800 é um
software de captura de imagens de alta resolugédo com resolucao de 640 x 480 pixels.
O tempo gasto em cada ambiente(s) e o numero de cruzamentos na linha média foram

representados como média £ SEM.

2.10 Teste de resisténcia a natacao

O desempenho natatério dos peixes foi avaliado por meio de um
instrumento adaptado contendo um sistema de tubo acrilico em forma de U (30 mm
de didmetro) conectado a uma bomba d'agua, conforme literatura (Cuenca et al., 2022;
Vieira et al., 2009). Esses experimentos foram realizados ap0s a sequéncia de testes
comportamentais claro-escuro. O peixe foi inserido através de uma abertura em forma
de T para nadar contra a corrente de agua gerada dentro do sistema. A vazao foi
ajustada por uma valvula de agua calibrada para uma vazao inicial de 2 L-min* (16,5
cm-st) para aclimatagdo dos peixes. A cada minuto, a vazéo foi aumentada em um
litro por minuto até atingir a vazdo maxima de 12 L.min? ou até que os peixes se
esgotassem e fossem expulsos do tubo para uma caixa plastica anexa, na qual os
peixes pudessem ser resgatados. O indice de resisténcia a natacao (SEI) foi calculado

de acordo com a seguinte formula:

seconds resisted on last flow rate
60

SEI = Z resisted flow rates + | x last flow rate

3 Anédlise estatistica

Todos os dados sédo sempre apresentados como média * erro padréo da
média (SEM). Os paradmetros de multiplos grupos foram analisados usando uma
analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
Sempre que os dados ndo atendiam a normalidade, empregamos ANOVA nao
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pela anélise post hoc de Dunn. As
comparacoes entre dois grupos dependentes (teste claro-escuro) foram feitas pelo

teste de McNemar. A significancia estatistica foi definida como valor de p < 0,05. O
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GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para conduzir a analise (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA).

4 Resultados

4.1 Granulos de cortica e adsor¢cdo TEPP

O granulo de cortiga utilizado como adsorvente natural foi obtido apds corte,
trituracdo, lavagem, filtracdo e secagem de amostras de cortica. Seguindo a
abordagem de adsorcéo, tivemos os diferentes grupos experimentais: Controle, TEPP
0,02, TEPP 0,07, TEPP 0,3, Cortica, Cortica + TEPP 0,02, Cortica + TEPP 0,07,
Cortica + TEPP 0,3.

4.2 Toxicidade do TEPP e Cortica + TEPP na viabilidade de embrides

A fim de avaliar o impacto do TEPP durante o desenvolvimento do
zebrafish, foi conduzido um estudo em que ovos fertilizados foram submetidos a
exposicdo continua a concentracdes variadas de TEPP. Posteriormente, a
sobrevivéncia dos embrides resultantes foi avaliada e quantificada, conforme visto na
Figura 1. O TEPP reduziu significativamente a viabilidade dos embrides de 72 hpf a
0,02 e 0,07 umol-L* em comparacédo ao controle (comparar Figuras 1A, 1D, e 1E),
mas curiosamente nenhuma alteracdo foi encontrada na dose de 0,3 pmol-L?
(comparar Figuras 1A e 1F). A aplicacdo do DCA resultou na diminuicdo da viabilidade
dos embrides aos 96 hpf, com taxa de mortalidade de 26,05 = 0,72%, conforme
descrito na literatura (Abe et al., 2021). A agua de cortica derivada de granulos de
cortica, que foi utilizada nos testes de absorcao utilizando TEPP, apresentou elevadas
taxas de anormalidade entre 24 e 96 hpf (comparar Figuras 1A e 1C). Cortica + TEPP
nas trés concentragcbes testadas também aumentaram as taxas de anormalidade

(comparar Figuras 1A, 1G, 1H e 11).

Figura 1. Toxicidade do TEPP e cortica + TEPP na viabilidade dos embrides. Os
embrides nao tratados (A) ou tratados com DCA (B), solucéo de cortica (C), TEPP
[0,02 (D), 0,07 (E) ou 0,3 (F) umol-L], ou Cortica + TEPP [0,02 (G), 0,07 (H) ou 0,3

(1) pmol-L™1]. As taxas de viabilidade dos embrides foram classificadas como normais,
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anormais ou mortas apos 24, 48, 72 e 96 hpf de tratamento. Os valores foram
expressos como média £ SEM (% total) e analisados por ANOVA unidirecional seguido
de post hoc de Tukey. Diferencgas significativas em relagéo ao grupo controle negativo
(no tratado) séo indicadas por *p < 0,05 em relagé&o ao grupo controle negativo. hpf:
horas pés-fecundacédo; DCA: 3,4-dicloroanilina (2 mg-L; controle positivo); TEPP:

pirofosfato de tetraetila.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.
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Além disso, as taxas de eclosdo foram verificadas quando os embribes
foram expostos ao TEPP, cortica ou cortica + TEPP até 96 hpf de tratamento e
comparou-0s com um controle negativo (Figura 2). A exposicdo ao TEPP nas
concentracdes de 0,02 e 0,07 umol-L! inibiu o pico de eclosdo ap6s 72 hpf em
comparacgdo ao controle (Figura 2C e 2D). Porém, na dose de 0,3 pmol-L* (Figura
2E), a taxa de eclosao foi idéntica a do grupo controle. A exposicdo a solucéo de
cortica também resultou numa reducéo da taxa de ecloséo para 96 hpf (Figura 2B).
Por outro lado, pode observar-se que a combinacao da cortica e do TEPP parecem
ter acentuado a toxicidade induzida pela cortica de uma forma dependente da
concentracdo, conforme representado nas Figuras 2F, G e H. O DCA (controle
positivo) antecipou a ocorréncia de ecloséo do embrido a 72 hpf em comparagéo com
0 grupo nao tratado (Figura 2A).

Figura 2. O impacto do TEPP e da cortica + TEPP nas taxas de eclosdo de
embrides de zebrafish. Os embrides foram tratados com DCA (A), agua de cortica
(B), TEPP [0,02 (C), 0,07 (D), ou 0,3 (E) pmol-L1], Cortica + TEPP [0,02 (F), 0,07 ( G),
ou 0,3 (H) umol-L™]. Os valores foram expressos como média + SEM (% total) e
analisados por ANOVA unidirecional seguido de post hoc de Tukey. Diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle negativo (néo tratado) sao indicadas por
*p < 0,05 em relacdo ao grupo controle negativo. hpf: horas pos-fecundacéo; DCA:
3,4-dicloroanilina (2 mg-L*; controle positivo); TEPP: pirofosfato de tetraetila.



|
T

Time (hpf)

Time (hpf)

* C
100--4- Cork + TEPP 0.02

* C
100- -¢- Cork + TEPP 0.07

. c ' -® G o
1004-a- pca F 1007 & cork -
. o E
T
- 90 % F 50 %
2 P A
] vy
£ 'y, p .
'.:;” * *
0 o F 0= A A |
D N S SR N
Time (hpf) Time (hpf)
- C J l» C — & C ‘
100+ -4~ TEPP - 0.02 [ 100+ .m- TEPP-0.07 [ 100+ - TEPP-0.3 M

Time (hpf)

H

‘e C
100- .- cork + TEPP0.3

- 50 % r 50 % r 50- % »-
T / * -
O @€ty | 0| @— @ - O le———&" b
D R AN L S T R~ e P @ &

Time (hpf)

Time (hpf)

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

Time (hpf)

68

4.3 Efeitos do TEPP e cortica + TEPP nas anomalias do desenvolvimento

Os parametros de anormalidade no desenvolvimento do zebrafish foram
avaliados (Oecd, 2013) nos expostos aos grupos TEPP a 0,3 umol-Lt ou TEPP +
cortica em diversas concentracdes, e essas analises foram realizadas em 24, 48, 72
e 96 hpf. Nado descolamento da cauda, falta de formac&o de somitos ou batimentos
cardiacos, edemas pericardicos ou do saco

vitelino,  alteracbes

cranianas/mandibulares/maxilares, auséncia de olhos, curvatura espinhal (escoliose)
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ou inflacdo da bexiga natatoria foram detectados em todos os grupos estudados
(dados n&do mostrados). Além disso, o impacto do TEPP em varias concentracoes,
DCA, Cortica ou Cortica + TEPP na taxa de desenvolvimento foi examinado aos 24,
48, 72 e 96 hpf de tratamento. Os resultados indicaram que nem o DCA nem o TEPP
a 0,3 umol-L™* tiveram qualquer efeito significativo na velocidade de desenvolvimento
(Figuras 3A e B). No entanto, importa referir que a utilizacdo da solucdo de Cortica e
Cortica + TEPP numa concentracédo de 0,02 umol-L* resultou num atraso significativo
no crescimento das larvas do zebrafish (Figura 3C e D, respectivamente). Cortica e
TEPP, nas concentracbes de 0,07 e 0,3 pmol-L, apresentaram atraso no
desenvolvimento até 72 hpf, mas foram comparaveis aos do grupo controle em 96 hpf

(Figuras 3E e 3F, respectivamente).

Figura 3. Efeitos TEPP e cortica + TEPP no desenvolvimento do zebrafish. Os
embrides foram tratados com DCA (A), TEPP a 0,3 umol-L~" (B), solugédo de cortica
(C) ou Cortigca + TEPP [0,02 (D), 0,07 (E) ou 0,3 (F) umol-L ~']. Os valores foram
expressos como média + SEM (% total) e analisados por ANOVA unidirecional seguido
de post hoc de Tukey. Diferencas significativas em relagao ao grupo controle negativo
(ndo tratado) sao indicadas por *p < 0,05 em relagao ao grupo controle negativo. hpf:
horas pos-fecundagéo; DCA: 3,4-dicloroanilina (2 mg-L-'; controle positivo); TEPP:

pirofosfato de tetraetila.
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4.4 Toxicidade do TEPP e cortica + TEPP na viabilidade de juvenis de peixe-

zebra

Em todas as concentracdes testadas, a aplicagcao de TEPP e solugéao de
cortica ndo proporcionou alteracdes estatisticamente significativas nas taxas de
sobrevivéncia em comparacao ao grupo controle (Figura 4A). No entanto, as taxas de
sobrevivéncia diminuiram de forma dependente da concentragdo quando a cortica foi
combinada com TEPP, como pode ser visto na Figura 4A. As taxas de sobrevivéncia
dos juvenis diminuiram 62,5% e 87,5% quando expostos a concentracdes de TEPP +
cortica de 0,07 e 0,3 umol-L%, respectivamente, em comparacdo com 0s grupos de
controle ou cortica. Os paradmetros biométricos do zebrafish vivo foram avaliados
apenas nos grupos TEPP e cortica, e posteriormente comparados com 0O grupo
controle. Nao houve alteracdes significativas observadas no peso (Figura 4B),
comprimento total (Figura 4C) e comprimento padréo (Figura 4D) do zebrafish apos a

administragéao do tratamento TEPP e cortica.

Figura 4. Exposicdo TEPP e cortica + TEPP em juvenis de zebrafish. (A) Taxa de
sobrevivéncia do zebrafish apos 24h de diferentes exposi¢cées com TEPP (0,02, 0,07
ou 0,3 pmol-L?), cortica e cortica + TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 umol-L1, expressa como
uma percentagem de o total. Os peixes vivos foram sacrificados e (B) pesados, (C)
comprimento total e (D) comprimento padréo foram medidos e expressos como média
+ SEM (n = 9-10 por grupo). ANOVA unidirecional foi empregado para avaliacao
estatistica, seguido de post hoc de Tukey. Diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle negativo (ndo tratado) sao indicadas por * p < 0,05 em relagc&o ao grupo
controle negativo. TEPP: Pirofosfato de tetraetila.
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4.5 Efeitos do TEPP e da cortica no comportamento dos peixes (preferéncia por

ambiente claro-escuro)

O TEPP aumentou a preferéncia e passou mais tempo no ambiente escuro
em uma maneira dose dependente da concentracédo (Figuras 5A e B). TEPP a 0,02
umol-L* mostrou 33% do zebrafish no ambiente escuro em contraste com o grupo
controle que mostrou preferéncia pelo ambiente claro e 11% do zebrafish no ambiente
escuro (Figuras 5A e B). Curiosamente, o zebrafish tratado com solugao de cortica
preferiu significativamente e passou mais tempo no ambiente escuro (Figuras 5A e B).
Além disso, apenas o TEPP a 0,3 umol-L! e a solugdo de cortica reduziram

significativamente o numero de cruzamentos da linha média (Figura 5C).

Figura 5. Efeitos do TEPP e da corti¢ca no teste claro-escuro. (A) Primeira escolha
de claro ou escuro. (B) Tempo gasto em cada ambiente. (C) Numero de cruzamentos
na linha média. O gasto em cada ambiente foi expresso como média + SEM (n = 9-10
por grupo) e analisado por ANOVA unidirecional, seguido de post hoc de Tukey. As
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letras representam diferencas no tempo gasto em ambientes claros nos grupos
tratados versus controles de ambiente claro (a) e em ambientes escuros nos grupos
tratados versus controles de ambiente escuro (b). Os asteriscos indicam uma
diferenca significativa no tempo gasto entre os dois ambientes. ns: n&o foi observada

diferenca significativa entre os tratamentos. TEPP: pirofosfato de tetraetila.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

4.6 Efeitos do TEPP e da cortica no comportamento dos peixes (teste de

resisténcia natatéria)

A aplicacdo de TEPP na concentracdo de 0,3 pmol-L™! resultou em
aumento consideravel no SEI quando comparado ao grupo controle. Este aumento no
SEI foi observado de forma dependente da concentracdo, conforme mostrado na
Figura 6. Em contrapartida, a utilizacdo de uma solucéo de cortica resultou numa
notavel reducdo na resisténcia a natacdo, com um valor médio de 5,5 + 1,5, ao
contrario do grupo controle que exibiu uma resisténcia substancialmente maior de 18,8
+ 2,5 (Figura 6).

Figura 6. Efeitos do TEPP e da cortica no indice de resisténcia a natagao (SEl).
Os juvenis Danio rerio (n = 9-10 por grupo) foram submetidos a um teste de resisténcia
apo6s 24 horas de exposicdo ao TEPP (0,02, 0,07 ou 0,3 umol-L™1) e cortica. Os valores
foram apresentados como gréaficos box-and-whisker e analisados por ANOVA
unidirecional, seguido de post hoc de Mann-Whitney. a: p < 0,05 em relagéo ao grupo

controle (n&o tratado). TEPP: pirofosfato de tetraetila.
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5 Discusséao

O zebrafish (Danio rerio) é amplamente reconhecido como um modelo
extremamente eficaz para investigar muitas substancias e ambientes que podem
causar toxicidade (lvantsova et al., 2023; Toni et al., 2023). Isto se deve a sua
importancia ecoldgica, uma vez que os poluentes tendem a fluir e acumular-se nos
cursos de agua e bacias, afetando assim as suas propriedades quimicas e fisicas
(Toni et al., 2023). O uso de zebrafish em estudos de toxicidade de pesticidas para
capturar dados sobre os tipos de pesticidas usados, classes de pesticidas e estagios
de vida do peixe associados a parametros de toxicidade e observacdes fenotipicas
tem sido amplamente relatado na literatura (Gongalves et al., 2020). Neste trabalho,
descobriu-se que o TEPP, um inseticida organofosforado extremamente téxico
utilizado na agricultura e no domicilio (Cassereau et al., 2017; Eddleston et al., 2008;
Faust, 1949), diminuiu a taxa de viabilidade de embrides apos 72 hpf de exposicao de
maneira dependente da concentragdo. No entanto, ndo afetou a velocidade de

desenvolvimento ou a morfologia dos embriées viadveis. O TEPP também alterou as
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caracteristicas comportamentais dos peixes juvenis, incluindo a sua preferéncia por
ambientes claros ou escuros e a resisténcia a natacédo. Adicionalmente, investigou-se
também as propriedades dos granulos de cortica como absorvente natural para a
remocao de TEPP diluido em &gua de zebrafish e avaliamos os efeitos toxicoldgicos
induzidos por TEPP no desenvolvimento e comportamento de embrifes e peixes
juvenis. Surpreendentemente, a agua derivada dos granulos de cortica utilizados nos
procedimentos de adsor¢cdo apresentou viabilidade reduzida, atrasou o
desenvolvimento dos embrides e alteragdes significativas nos parametros
comportamentais dos juvenis.

TEPP em concentragdo < 0,07 umol-Lt apdés 72 hpf para exposigdo
aumentou a taxa de mortalidade de embribes, mas curiosamente nenhuma alteracao
foi encontrada na dose de 0,3 umol-L. Da mesma forma, os zebrafish juvenis
expostos ao TEPP em concentracBes mais baixas aumentaram a preferéncia e
passaram mais tempo no ambiente escuro em contraste com o grupo de controle.
TEPP a 0,02, 0,07 e 0,3 umol-L* gastou 125,0 + 32,3, 93,5 + 40,9 e 18,6 + 8,2
segundos no ambiente escuro, em contraste com o controle, que mostrou 53,0 £ 13,5
segundos. Nossas descobertas sugerem que o TEPP exibiu um tipico efeito dose-
resposta em forma de U invertido, uma relacdo néo linear que tem sido
frequentemente relatada ao estudar as acdes negativas ou positivas de tratamentos
farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos (Baldi; Bucherelli, 2005). O efeito dose-resposta
em forma de U invertido também foi empregado para explicar os inibidores da
colinesterase, como MF201, MF268 ou MF268, que melhoram o desempenho em
doses baixas, mas séo ineficazes em doses mais altas (Baldi; Bucherelli, 2005; Braida
et al., 1996, 1998; Grasing, 2016; Wanibuchi et al., 1994). A toxicidade induzida por
TEPP é explicada em parte pela estimulacdo excessiva do sistema nervoso central
devido a inibig&o irreversivel da atividade da AChE (Maxwell et al., 2006). Dado que a
inibicdo da AChE é amplamente aceita como o principal mecanismo de acdo do TEPP,
sugerimos que suas mudancas no desenvolvimento e comportamento do zebrafish
seguem uma curva dose-resposta que aparece como uma forma de U invertido,
semelhante a outros inibidores da colinesterase.

A toxicidade induzida por TEPP foi estudada in vitro utilizando a célula
neuronal PC12 linha, e foi demonstrado que o TEPP reduziu a viabilidade celular em
concentragdes superiores a 10 umol-L* apds 48 horas de tratamento (Blini Marengo

Malheiros et al., 2022). Além disso, estudos também relataram os efeitos inibitérios da
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TEPP sobre a AChE comercial (Blini Marengo Malheiros et al., 2022; Maxwell et al.,
2006) e a AChE cerebral em diferentes peixes tropicais apresentou IC50
(concentracdo capaz de inibir a enzima em 50% de sua atividade) superior a 20
umol-L™! (Assis et al., 2012). Apesar disso, os efeitos toxicolégicos do TEPP no
desenvolvimento de embrides e no comportamento dos juvenis foram relatados em
concentragdes inferiores a 0,07 umol-L?, o que é pelo menos 25 vezes menor que 0S
efeitos observados in vitro. Isto significa que o modelo de zebrafish utilizado para
estudar os efeitos do TEPP in vivo, com larvas em diferentes estagios de
desenvolvimento e juvenis, foi mais util do que métodos in vitro. Na verdade, o modelo
do zebrafish tem sido considerado uma importante plataforma bioldgica para avaliacao
de risco e uma estratégia sensata para testar a toxicidade das classes de pesticidas
OP, piretroides, azéis e triazinas (Gongalves et al., 2020).

A eficacia dos granulos de cortica como adsorventes naturais na remogao
de pesticidas da agua foi examinado por abordagens bioquimicas e de cultura de
células neuronais (Blini Marengo Malheiros et al., 2022; De Aguiar et al., 2019), no
entanto, nenhum estudo de modelo in vivo foi relatado ainda. A cortica € uma
substancia porosa composta por células prismaticas dispostas numa estrutura em
favo de mel (Pereira, 2007). A agua forma aglomerados em torno de locais hidrofilicos
na superficie dos poros e se difunde na parede celular, levando ao inchago do material
(Lequin et al., 2010). As interagbes fisico-quimicas e os principais locais de ligagao
entre as moléculas dos pesticidas e a cortica determinam como os pesticidas sao
retidos e quao bem podem aderir a cortica (Domingues et al., 2007; Pintor et al., 2012).
Aqui, também tivemos a motivacao de investigar a eficiéncia dos granulos de cortica
na remogao de TEPP da agua reconstituida para a manuten¢do no desenvolvimento
de embrides e no comportamento dos juvenis do zebrafish. Infelizmente, a agua
derivada dos granulos de cortica apds as experiéncias de adsorcao induziu efeitos
toxicolégicos em embrides e juvenis de zebrafish. A utilizacdo de agua de cortica levou
a uma contagem elevada de larvas anormais e mortas de 24 para 96 hpf, a uma
diminui¢cdo na taxa de eclosao e a um atraso no desenvolvimento das larvas. Nos
peixes juvenis, a agua da corti¢ca ndo alterou a viabilidade, o peso, o comprimento total
ou o comprimento padrao do zebrafish; porém, estimulou a preferéncia e passou mais
tempo no ambiente escuro, reduzindo o numero de cruzamentos da linha média e a
resisténcia natatéria. Apesar disso, € importante real¢ar que a agua de cortica nao

alterou a viabilidade das células neuronais PC12 no estudo anterior (Blini Marengo
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Malheiros et al., 2022). Esses dados sugerem que o experimento do zebrafish,
realizado em diferentes estagios de desenvolvimento, apresentou maior
vulnerabilidade a substancias téxicas quando comparado aos estudos in vitro. E
necessaria investigagdo adicional para se ter uma compreensao abrangente dos
impactos dos produtos quimicos toxicos incorporados na agua de cortiga, que é
gerada a partir de granulos de cortica obtidos a partir de rolhas de vinho disponiveis
no mercado.

Os granulos de cortica adsorveram mais de 95% do TEPP diluido em agua,
diminuindo os efeitos inibitérios do TEPP na atividade da AChE em enzima comercial
de enguia elétrica (E. electricus) e meio de cultura de células neuronais PC12 (Blini
Marengo Malheiros et al., 2022). Infelizmente, a presente investigacao revelou que a
utilizacdo de granulos de cortica como substrato de adsorcdo para a remocao de
TEPP diluido em agua do zebrafish ndo teve sucesso porque foram observados
efeitos toxicoldgicos em embrides e juvenis expostos a dgua de cortica. Apesar disso,
cortica + TEPP em concentracdes mais elevadas parecem aliviar os efeitos tdxicos
induzidos pela cortica, em particular as taxas de eclosédo apés 72 hpf e atraso no
desenvolvimento a 96 hpf, de uma forma dependente da concentracdo. Por outro lado,
cortica + TEPP em concentracdes mais elevadas aumentou significativamente as
taxas de mortalidade de peixes juvenis. As diferencas subjacentes entre embrifes e
juvenis de zebrafish na sua resposta ao TEPP + cortica permanecem obscuras e
requerem investigacao adicional.

Em concluséo, estas descobertas sugerem que o pesticida TEPP alterou o
viabilidade dos embriées e o comportamento dos juvenis de forma dependente da
concentracdo, assumindo uma tipica curva dose-resposta em forma de U invertido. O
TEPP também alterou a preferéncia por ambientes claros ou escuros e a resisténcia
a natacdo dos juvenis sem alterar sua viabilidade ou parametros biométricos. Além
disso, a utilizacdo de granulos de cortica de vinho testados como adsorvente natural
para TEPP em ambientes aquaticos néo foi eficiente devido ao aumento das taxas de
anormalidade e mortalidade, ao atraso no desenvolvimento das larvas ou a
estimulacdo do stress comportamental em peixes-zebra juvenis. Além disso, a
aplicacdo de granulos de cortica de vinho como adsorvente natural para TEPP em
ambientes aquaticos revelou-se ineficaz devido a taxas elevadas de anormalidade e

mortalidade, a um atraso no desenvolvimento das larvas ou a inducdo de stress
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comportamental nos juvenis de zebrafish, em contraste com o que foi relatado em

estudos in vitro.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusao, os resultados demonstraram que a utilizagdo de granulos
de cortiga de vinho testados como propriedades adsorventes para TEPP em agua nao
mostrou eficiéncia devido aos efeitos toxicoldégicos em embrides e alteragdes de
comportamento em zebrafish juvenis. Estes dados contradizem o que foi observado
nos testes in vitro, nos quais os granulos de cortica adsorveram mais de 95% do TEPP.
As maiores e menores concentragdes demostraram nos peixes fungdes ansioliticas e
ansiogénicas, respectivamente, atribuindo uma curva dose-resposta em forma de

parabola com concavidade para baixo.
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