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RESUMO

O aumento da demanda por alimentos intensificou os sistemas de producdo em larga escala, tornando
0 uso dos praguicidas indispensavel no meio rural. Entretanto, o elevado consumo desses quimicos é
motivo de preocupacdo, devido as contaminagdes e consequentes efeitos a saude dos organismos
expostos. Dentre os herbicidas, se destaca o diuron [3- (3,4-diclorofenil) -1,1- dimetilureia], por este
ser amplamente usado na agricultura e por poder se degradar em solo e dgua, gerando metabdlitos
como DCA [3,4 dicloroanilina] e o DCPMU [3,4 diclorofenil-N-metilureia]. Existem estudos com
roedores relatando o potencial nocivo dessas substancias, mas sdo poucas pesguisas que mostraram
sua toxicidade em organismos aquaticos. Nesse cenario, o teledsteo zebrafish (Danio rerio) é
considerado um modelo eficaz para testes de toxicidade. A tese de doutorado objetivou avaliar em
duas diferentes pesquisas os possiveis danos induzidos pelo diuron, DCA e DCPMU em adultos,
embriBes e larvas de zebrafish. Para o primeiro manuscrito utilizou-se diferentes concetragdes do
diuron 0.003, 0.012, 0.048, 0.189, 0.754, 3.000 mg/L, DCA 0.020, 0.112, 0.633, 0.047, 0.267, 1.500
mg/L e DCPMU 0.020, 0.051, 0.129, 0.326, 0.828, 2.1 mg/L. Foram monitorados biomarcadores com
embrides quanto as atividades das enzimas acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT), glutationa-S-
transferase (GST), lactato desidrogenase (LDH) e niveis de peroxidagdo lipidica (LPO). O
comportamento locomotor foi avaliado na fase larval usando o Zebrabox® e os registros foram
classificados pelo software ZebraLab® (Viewpoint, FR). Pardmetros adicionais como comprimento
total e a frequéncia cardiaca larval foram mensurados usando o programa ImagelJ e um
estereomicroscopio. Para segundo manuscrito utilizou-se concetragbes que variavam de 0.5, 1.0, 5.0,
10.0, 50.0 e 100.0 uM do diuron, DCA e DCPMU. Avaliou-se a toxicidade com adultos seguindo o
protocolo 0 OECD 203 “Fish Acute Toxicity Test”. Para o teste de toxicidade com embrides, utilizou-
se o protocolo OCDE 236 “Fish Embryo Acute Toxicity’’ (FET). Por fim, a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) foi monitorados também utilizando embrides.
No primeiro manuscrito, as atividade das enzimas estudadas e o comportamento natatério, foram
detectadas alteragdes significativas nas diferentes concentrag@es estudadas de diuron, DCA e DCPMU.
Além disso, as larvas expostas ao DCA tiveram reducdo em seu comprimento, e 0 batimento cardiaco
das larvas mostrou-se diminuido pela exposicdo aos trés quimicos. No segundo manuscrito ndo foi
possivel observar alteraces histolégicas evidentes no cérebro, baco e figado dos zebrafish adultos
expostos ao diuron, DCA e DCPMU por 96 horas. No estudo com embrides, efeitos no
desenvolvimento (malformacdes), como aparecimento de edemas e escoliose em zebrafish
ocasionados pela agdo dos contamintes foram observados. A atividade de AChE foi alterada na maior
concentracdo que houve sobrevivéncia (10.0 pM) nas analises com o metabdlito DCA. No0ssos
resultados indicam que o herbicida diuron e seus metabolitos DCA e DCPMU séo capazes de causar
efeitos adversos para o zebrafish. Esses resultados podem ainda oferecer embasamento cientifico
adicional, para a implementacdo de estratégias coerentes e eficazes de controle desses contaminantes
no meio ambiente.

Palavras chaves: Danio Rerio; herbicidas; toxicidade; contaminantes; biomarcadores enzimaticos;
toxicidade embrionéria



ABSTRACT

The increase in demand for food has intensified large-scale production systems, making the use of
pesticides essential in rural areas. However, the high consumption of these chemicals is a cause for
concern, due to contamination and consequent health effects on exposed organisms. Among
herbicides, diuron [3- (3,4-dichlorophenyl) -1,1- dimethylurea] stands out, as it is widely used in
agriculture and can degrade in soil and water, generating metabolites such as DCA [3, 4
dichloroaniline] and DCPMU [3,4 dichlorophenyl-N-methylurea]. There are studies with rodents
reporting the harmful potential of these substances, but little research has shown their toxicity in
aquatic organisms. In this scenario, the teleost zebrafish (Danio rerio) is considered an effective model
for toxicity testing. The doctoral thesis aimed to evaluate, in two different studies, the possible damage
induced by diuron, DCA and DCPMU in zebrafish adults, embryos and larvae. For the first
manuscript, different concentrations of diuron were used: 0.003, 0.012, 0.048, 0.189, 0.754, 3.000
mg/L, DCA 0.020, 0.112, 0.633, 0.047, 0.267, 1.500 mg/L and DCPMU 0.020, 0.051 , 0.129, 0.326 ,
0.828, 2.1 mg/L. Biomarkers were monitored with embryos regarding the activities of the enzymes
acetylcholinesterase (AChE), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST), lactate dehydrogenase
(LDH) and lipid peroxidation (LPO) levels. Locomotor behavior was evaluated in the larval stage
using Zebrabox® and records were classified by ZebraLab® software (Viewpoint, FR). Additional
parameters such as total length and larval heart rate were measured using the ImageJ program and a
stereomicroscope. For the second manuscript, concentrations ranging from 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0 and
100.0 pM of diuron, DCA and DCPMU were used. Toxicity was evaluated in adults following the
OECD 203 “Fish Acute Toxicity Test” protocol. For the toxicity test with embryos, the OECD 236
“Fish Embryo Acute Toxicity” (FET) protocol was used. Finally, the activity of the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) was also monitored using embryos.In the first manuscript, the activity of
the studied enzymes and the swimming behavior, significant changes were detected in the different
studied concentrations of diuron, DCA and DCPMU. Furthermore, the larvae exposed to DCA had a
reduction in their length, and the heart rate of the larvae was reduced by exposure to the three
chemicals. In the second manuscript, it was not possible to observe evident histological changes in the
brain, spleen and liver of adult zebrafish exposed to diuron, DCA and DCPMU for 96 hours. In the
study with embryos, effects on development (malformations), such as the appearance of edema and
scoliosis in zebrafish caused by the action of contaminants, were observed. AChE activity was altered
at the highest concentration at which survival occurred (10.0 pM) in analyzes with the DCA
metabolite. Our results indicate that the herbicide diuron and its metabolites DCA and DCPMU are
capable of causing adverse effects on zebrafish. These results can also provide additional scientific
support for the implementation of coherent and effective strategies to control these contaminants in the
environment.

Key word: Danio Rerio; herbicides; toxicity; contaminants; enzyme biomarkers; embryo toxicity.
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CAPITULO I. REVISAO DE LITERATURA

1. Praquicidas: O que sdo e o uso no Brasil e no mundo

O termo praguicida é definido como qualquer substancia ou mistura de compostos de
origem quimica ou bioldgica que tem como funcdo a prevencdo, destruicdo ou contencdo de
organismos considerados pragas (USEPA, 2017; Pathak et al., 2022). Os praguicidas sdo
classificados, de acordo com seu espectro de acdo, como herbicidas (substancias que eliminam
“ervas daninhas” que infestam a cultura no campo), inseticidas (compostos que controlam insetos no
meio agricola ou urbano), ou outros, como fungicidas (produtos que eliminam os fungos),
bactericidas (produtos que eliminam bactérias), rodenticidas (produtos que combatem roedores). Os
praguicidas também podem ser classificados pela sua estrutura quimica, € o caso dos
organofosforados, feniluréias, carbamatos e piretrides (Zhang et al., 2022; Pathak et al., 2022). Na
agricultura, os praguicidas sdo usados para elevar a producdo do plantio, impedindo a proliferacéo de
pragas, visando aumento de lucro e melhoria da qualidade dos produtos (OPAS/OMS, 2020; Zhang
etal., 2022).

E relatado, desde 500 a.C o uso agricola dos praguicidas para evitar perdas em suas
colheitas. Porém, em meados de 1936 o0s compostos sintéticos como 0 inseticida
diclorodifeniltricloroetano, conhecido como “’DDT’’ foram desenvolvidos e wusados
indiscriminadamente para combater insetos. Na década de 1960 descobriu-se que a substancia
provocava severos danos a salde dos seres vivos e a0 meio ambiente, por essa razao teve seu uso
banido em diversos paises na década de 1970 (Abubakar et al., 2020).

Hoje, os praguicidas estdo entre os principais instrumentos do modelo de agricultura atual.
Ao quantificar o consumo médio mundial desses quimicos, o uso dos herbicidas se destacou, com
um consumo médio de aproximadamente 48%, seguido dos inseticidas, representando 29,5% e
finalmente os fungicidas com 18% (Sharma et al., 2019). O consumo global de pesticidas em 2019
foi de aproximadamente 4,19 milhdes de toneladas, onde a China foi o maior pais consumidor de

pesticidas (1,76 milhdes de toneladas métricas), seguida pelos Estados Unidos (408 mil toneladas),


https://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cada_de_1960
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sa%C3%BAde
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9428564/#B242
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Brasil (377 mil toneladas) e Argentina (204 mil toneladas) (Fernandez, 2021). No Brasil, a
agricultura tem sido a principal atividade econémica ao longo dos séculos, devido as suas condicBes
climéticas favoraveis, assim, o pais desempenha hoje um importante papel no mercado agricola,
sendo considerado um dos maiores exportadores de alimentos em escala global (Pignati et al., 2017).
Além do mais, o pais possui aproximadamente 9% do seu territorio de area plantada, chegando a 76
milhdes de hectares. J& produtividade aumenta, em média, 8% década (CEPEA, 2019; IBGE 2020).
Por essas circunstancias, o mercado brasileiro de praguicidas é estimado em US $ 10,5 bilh6es por
ano, 0 que representa cerca 20% do mercado mundial (Pignati et al., 2017; Barizon, 2020). Outro
ponto a ser destacado sobre producdo agricola, é que essa atividade corresponde, aproximadamente,
a 5% dos US$ 1,8 trilhdo produto interno bruto (PIB) brasileiro, com uma variedade de produtos das
cadeias de gréos e oleaginosas, fibras e frutas (MME, 2020).

Segundo a publicacdo de 2016 da Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU) para a
Alimentacdo e Agricultura, o Brasil teve um consumo de 4,31 quilos de praguicidas por hectare
(Kg/ha) cultivado, ficando atras de paises como Paises Baixos (9,38 kg/ha), Bélgica (6,89 Kg/ha),
Italia (6,66 Kg/ha), Irlanda (5,78 Kg/ha), Portugal (5,63 Kg/ha) e Suica (5,07 Kg/ha) (FAO, 2020).
Ainda, sabe-se que a soja (area plantada de 32,2 Mha), milho (area plantada de 15,8 Mha) e cana-de-
acucar (area plantada de 10,1 Mha) s&o as culturas de maiores safras brasileiras (Pignati et al., 2017),
consumindo grandes quantidades de praguicidas por hectare (Pignati et al., 2017; Camargo et al.,
2021). Estudos recentes indicam que o uso de praguicidas aumentard ao longo dos anos,
acompanhando o crescimento da populacgdo, que provavelmente atingird nove bilhdes de pessoas em
2050 (Verger, 2020). Apesar de cumprirem o papel de proteger as culturas agricolas, existe uma
crescente preocupagdo com relagdo as consequéncias do uso indiscriminado de grande parte desses

compostos e 0s possiveis danos que possam promover nos ecossistemas e na satide humana.
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2. Impactos pela acdo dos praguicidas

O desenvolvimento industrial e o crescimento populacional, incentivou grande producéo de
inimeros novos compostos (Pereira et al., 2015; Bambino et al., 2017; Starling et al., 2019). Desde
entdo, esses quimicos, incluindo os praguicidas estdo presentes no ambiente, elevando a necessidade
de conhecimento sobre sua toxicidade, assim como 0s possiveis riscos a salde humana e as
consequéncias do acimulo desses compostos no ecossistema (Poynton; Robinson, 2018; Richardson
e Kimura, 2020; Asgari et al 2023).

Especificamente sobre os praguicidas, apds a aplicagdo, solo é o primeiro compartimento
onde se dispersam, podendo ser absorvidos pelas raizes das plantas, lixiviados para estratos mais
profundos do solo ou sofrer escoamento (Pathak, 2023). Por subsequéncia, 0 ambiente aquatico
também é destino desses residuos (Hedlund et al., 2019; Bonifacio e Hued, 2019). Como agravante,
a maioria dos compostos ativos desses produtos sdo moléculas quimicamente estaveis e persistentes,
dispersando-se gradativamente no meio ambiente e contaminado os recursos hidricos (Storck et al.,
2017). Hoje, é possivel identificar quais praguicidas estdo mais presentes no meio ambiente e em
matrizes aquaticas (Escher et al., 2019). Outro dado relevante sobre os praguicidas, € que esses estdo
dentre 0s principais contaminantes presentes em aguas brasileiras superficiais, subterraneas, em
sedimentos e até em &gua potavel (Montagner et al., 2019). Publicacbes recentes relatam
ingredientes ativos de praguicidas em 25% das aguas superficiais do estado de Sdo Paulo (CETESB,
2019). Por esses fatores, inimeros trabalhos cientificos vem sendo desenvolvidos para se conhecer
0s impactos gerados ambientais por essas substancias.

Apesar dos dados sobre a presenca desses poluentes nas aguas e seus possiveis efeitos,
sobre 0 meio bioldgico, alguns pesquisadores afirmam que as concentragcbes de contaminantes
presentes no ambiente, como os praguicidas, estdo em niveis muito abaixo das doses usualmente
aplicadas em experimentos e consumidas diariamente (UNEP, 2019; Gupta et al., 2020). Assim,
abordagens modernas tém alta sensibilidade, quando comparado a testes de toxicidade tradicionais
ou testes que usam contaminantes em concentragdes elevadas (Andrade et al., 2016; Domingues et
al. 2010; Oliveira et al., 2013). Estudos evidenciaram que as alteracGes em marcadores bioquimicos

e de comportamento locomotor, ocorrem nas concentracdes dos praguicidas abaixo aquelas capazes
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de alterar o desenvolvimento embrionario do modelo zebrafish (Danio rerio), fornecendo
informaces adicionais sobre esses compostos (Domingues et al., 2010; Zhang et al., 2012; Oliveira
et al., 2013). Andrade e seus colaboradores (2016) avaliaram, em embrides de zebrafish, baixas
concentracdes do fungicida carbendazim, consideradas ambientalmente relevantes (0.16 a 500 ug/L).
Foram observados pontos letais e de desenvolvimento como eclosdo, edemas e malformagdes, mas
também foram avaliados efeitos a nivel bioquimico e comportamental. Como resultado, os
marcadores bioquimicos (acetilcolinesterase, glutationa s-transferase e lactato desidrogenase)
estavam alterados. No mesmo estudo, os autores evidenciaram que alteracbes comportamentais
foram observadas em concentragfes quase 9.000 vezes abaixo daquelas capazes de alterar o
desenvolvimento do organismo (Andrade et al., 2016).

Por fim, é de suma importancia a realizacao de avaliagGes toxicoldgicos experimentais dos
praguicidas, que permitam uma melhor compreensdo de impactos gerados por estes contaminantes,
incluindo os estudos que avaliam as concentragdes reais encontradas no ecossistema. Também é
importante a realizacdo de estudos mecanisticos para a compreensdo do modo de acdo (MoA) e
identificacdo de endpoints desses quimicos, para a deteccdo de seus possiveis efeitos deletérios,

dentro deste contexto realista (Bahe et al., 2006; Pereira et al., 2015).

3. O herbicida diuron e seus metabélitos DCPMU, DCPU e DCA

O diuron (3-(3,4-dichlorofenil)-1,1-dimetilureia) é um herbicida derivado da ureia,
amplamente utilizado no meio agricola que possui amplo espectro de acdo em aplicacdes pré e pos-
emergentes (Roque e Melo, 2000; USEPA, 2003; APVMA, 2005). E facilmente absorvido pelas
raizes das plantas invasoras (ou ervas daninhas) e tem como fungdo primordial bloquear a
fotossintese e inibir a producdo de oxigénio (lyer, 2002; APVMA, 2005; Ihlaseh et al., 2011). E
muito utilizado no cultivo de cana-de-agUcar, mas também pode ser usado em culturas de frutas
citricas, banana e uva (Goldemberg, 2008; Tooge, 2019). Quanto as suas caracteristicas, em sua
forma pura, o diuron é um cristal, ndo idnico, com moderada solubilidade em agua (42 mg/L a 20
°C) (Giacomazzi e Cochet, 2004).

Estima-se que 6,52 mil toneladas de diuron foram vendidas no Brasil, s6 no ano de 2021. De
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acordo com o IBAMA (2023), o diuron é o 4° herbicida mais usado no pais e o estado que faz mais
uso desse produto é o de Sdo Paulo, representando cerca de 3 mil toneladas das aquisi¢des do
herbicida. O diuron é altamente estavel, persistente e sofre lenta degradacdo, sendo considerado um
poluente biologicamente ativo no solo, em sedimentos e principalmente na agua (Field et al., 2003;
Giacomazzi e Cochet, 2004). Apds as aplicaces no solo, o herbicida sofre escoamento e lixiviacdo
principalmente para os cursos de gua e posteriormente cai nos rios e lagos. Em agua, possui meia
vida considerada longa, de aproximadamente 45 dias (Lamoree et al., 2002; Gooddy et al., 2002;
Giacomazzi e Cochet, 2004; PUBCHEM, 2021a). Hoje, estima-se que suas concentra¢des em agua
variam entre 0,16 a 6742 ng/L na Europa, 3045 ng/L no Japédo e entre 4 a 279 ng/L no Brasil
(Konstantinou et al., 2004; Kéck-Schulmeyer et al., 2013; Velki et al., 2017; Acayba et al., 2021).
No ambiente, o diuron também pode vir a se biotransformar, pela acdo de fungos e
bactérias ou pela hidrélise em agua, em metabdlitos conhecidos que exibem alta toxidade (Patzold;
Briimmer 2003; Serensen et al., 2003; Giacomazzi e Cochet, 2004). O DCPMU (3- (3,4-
Diclorofenil) -1- Metilureia) é formado ap6s um primeiro passo de desmetilacdo, que na sequéncia se
transforma em DCPU (1- (3,4 - Diclorofenil) ureia) e finalmente € hidrolisado em 3,4 - DCA (3,4 -
Dicloroanilina) (Hodge et al., 1967). Para Thomas e seus colaboradores (2002), o diuron e 0 DCA
sdo considerados substancias bastante persistentes. J4 os metabdlitos DCPMU e DCPU tem menor
persisténcia em agua. Apesar de o metabdlito DCPU ser um potencial contaminante ambiental,
atualmente ndo vem sendo desenvolvidos estudos com essa molécula. Uma vez que, ndo é possivel
encontra-la no mercado para analises, ha uma limitacdo das possibilidades de estudos com esse

composto.
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Tabela 1) Nomenclatura e estrutura quimica do diuron, DCA e DCPMU.

Nome da Nomenclatura da Estrutura quimica da
substancia substancia substéancia
Cl
PO
Diuron 3-(3,4-diclorofenil)- a QJL.\I-/"“S
CH,

1,1- dimetilureia

NH;

DCA 3,4-dicloroanilina
Cl
Cl
cl
0

DCPMU (3- (3,4-diclorofenil) | I:O\N)Lxm

N 2

-1-metilureia)

Fonte: USEPA, 2003

4, A toxicidade do diuron e seus metaboélitos DCA e DCPMU

De acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado de classificagdo e rotulagem de
produtos quimicos (GHS, sigla em inglés), o diuron pertence a classe Il de periculosidade, esse
praguicida tem potencial carcinogénico, é toxico se ingerido, e causa danos para 6rgdos-alvo
especificos. Para a Comissdo Europeia, 0 herbicida diuron é um composto perigoso (CETESB, 2019;
Mohammed et al, 2020). No Brasil, o diuron é encaixado a categoria 3 e a faixa amarela, considerado
substancia moderadamente téxica (Anvisa, 2017). Pela classificacdo do GHS, o metabdlito do
herbicida diuron (3,4- DCA, ou somente DCA) é toxico por via oral, inalatéria e pode causar de
lesbes oculares (PUBCHEM, 2022). De acordo com Dupraz et al (2016), o DCA é classificado como
um produto quimico altamente toxico. J& os escassos dados sobre o DCPMU relatam que o
metabdlito € nocivo se ingerido e pode causar irritagdo ocular (PUBCHEM, 2021).

Para Asgari (2013) o diuron, tem ameagado 0 ambiente e a dos organismos, incuindo o ser

humano. Estudos experimentais com roedores mostraram que 0s principais alvos de toxicidade do


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/diuron
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/public-health
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diuron sdo o sistema hematopoiético e a mucosa urotelial (USEPA, 1997; lyer, 2002). A Australian
Pesticides and Veterinary Medicines Authority (APVMA, 2011) relata que, em altas concentracdes
(2.500 ppm) o diuron induziu tumorizac¢do na bexiga e pelve renal de ratos. Frente a esses dados, a
United States Environmental Protection Agency (USEPA, 1997) classificou a substancia como um
“provavel cancerigeno para o homem”. Além disso, foi observado que o diuron também causou
danos ao sistema hematopoiético e anemia em ratos (USEPA, 2003). Na busca por contedo sobre
potencial nocivo do diuron, é possivel encontrar estudos que priorizam métodos alternativos a
experimentacdo animal, que incluem, por exemplo, 0s organismos aquaticos (Mhadhbi e Beiras,
2012; Pereira, et al 2015; Velki et al., 2017; Felicio et al., 2018; Velki et al 2019). De acordo com
Eissa (2010), os peixes sdo organismos sensiveis do ponto de vista toxicoldgico, apresentam
desenvolvimento rapido e vivem em um ecossistema que é o principal destino dos praguicidas. Um
ponto relevante nos estudos que favorecem toxicologia alternativa, é que grande parte dessas
pesquisas avaliam os possiveis danos dos quimicos, como o diuron concentracbes ambientalmente
relevantes (Pereira et al., 2015; Velki et al., 2017; Velki et al., 2019).

No estudo de Velki et al (2017), o herbicida diuron nas concetragdes de 1, 2 e 3.8 mg/L se
mostrou toxico aos estdgios iniciais da vida do modelo zebrafish. Mudangas nos desfechos
comportamentais, como diminuigdo nos movimentos de rolamento espontdneos de embribes e
timotaxia foram frequentemente observadas. Em outro estudo com embrides de zebrafish, realizado
com concetragdes ambientais de 8.6, 4.3, 2.15, 0.43 e 0.086 pM de diuron, foram detectadas
alteragdes bioguimicas nas enzimas Catalase (CAT), glutationa S-Transferase (GST) e
Acetilcolinesterase (AchE), apontando a importancia de monitorar o herbicida em diferentes niveis
de organizacdo biologica (Velki et al., 2019). Em estudos para avaliar efeitos teratogénicos, o diuron
induziu malformagdes no desenvolvimento e aumento significativo da mortalidade embrionaria em
peixes robalo (Psetta maxima), em adi¢cdo os organismos que sobreviveram sofreram diminuigédo
significativa no sucesso da incubagdo, malformacgdes e edema pericardico (Mhadhbi e Beiras, 2012).
A exposicdo do peixe medaka javanés (Oryzias latipes) a concetra¢des subletais (1, 50, 100, 500 e
1.000 pg/L) de diuron, por 21 dias, induziu alteragdes histopatoldgicas nas gonadas (ovario e

testiculo), diminuicdo no estadiamento gonadal e maturidade das células germinativas na oogénese e
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espermatogénese (Kamarudin et al., 2020). Foram também observadas, por Kamarudin et al. (2020),
em embrides desse peixe deformidades de desenvolvimento para concetragcbes ambientalmente
relevantes (0.60, 1.25, 2.50mg/L) de diuron. Outros endpoints como a diminui¢do da frequéncia
cardiaca, eclodibilidade e taxa de sobrevivéncia foram reduzidas para a concentracdo mais altas (5 e
10 mg/L (lbrahim et al., 2020). Kao et al. (2019) testaram, por 24 e 48 horas, diferentes
concentracdes de diuron (12,5ug/ml e 25 pg/ml) em células da linhagem de hepatoblastoma humano
(HepG2) e em embribes do teledsteo zebrafish. Os autores observaram embriotoxicidade para
zebrafish e geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS) para as células HepG2.

Outros estudos demostram que além do diuron, seus metabdlitos, exercem efeitos toxicos
em organismos aquaticos (Guilhermino et al., 1998; Tixier et al., 2001; Osano et al., 2002). Em
peixes da espécie Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) a exposicdo ao diuron ou aos seus
metabolitos DCA, DCPMU e DCPU, induziram diminuicdo dos niveis de testosterona e 11-
ketotestosterona sérica, do indice gonadossomatico, do didmetro dos tubulos seminiferos e das
porcentagens médias de células germinativas, caracterizando—os como anti-androgénicos para o
sistema reprodutivo (Pereira et al., 2015). Parametros enddcrinos e de biomarcadores enzimaticos
CAT, GST e SOD (superéxido dismutase) foram estudados também in vitro, no figado, cérebro e
branquias de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas ao diuron DCA, DCPMU e DCPU. O
estudo detectou alteracBes nos parametros analisados, confirmando que podem ser considerados
possiveis desreguladores enddcrinos (Felicio, 2017). Ainda em peixes de diferentes espécies, 0
diuron e os seus metabolitos DCA, DCPU e DCPMU causaram altera¢fes a nivel morfoldgicas
(Mhadhbi e Beiras, 2012), bioquimicas (Sanchez-Muros et al., 2013), e fisiol6gicas (Scheil et al.,
2009).

Em um estudo avaliando o DCA, o composto mostrou-se toxico para fémeas do peixe
menaka javanés expostas a 250ug/L de diuron. Foram observados indice gonadossomaético
significativamente baixo, a estrutura das células ovarianas foram interrompidas e houve redugédo
significativa no desenvolvimento das gonadas femininas, mostrando que o DCA pode interferir na
reproducdo desses oganismos aquéticos, mor meio de efeitos sobre a fecundidade e alteragdo dos

tecidos gonadais (lbrahim et al., 2021). De acordo com Groshart e Okkerman (2000), o DCA é
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reconhecido desregulador enddcrino para a vida selvagem e a saide humana. No entanto, dados
sobre o potencial nocivo do DCA sobre os marcadores biolégicos e comportamental, ndo séo
comuns, tornando esse tipo de avaliacdo a necessaria. Ja as informacgdes sobre o DCPMU, que
participa da formacdo do DCA sdo raros na literatura, embora alguns estudos apontam sua maior

toxicidade em relacdo ao diuron (Tixier et al., 2000).

5. Zebrafish como método alternativo aplicado em ensaios toxicol6gicos

Os estudos toxicoldgicos in vivo sdo fundamentais para anélise dos compostos quimicos e
para a avaliagdo dos efeitos adversos dos praguicidas (Koeter, 1993; Stokes, 2002; Meyer, 2003;
Klaassen e Watkins, 2012). Apesar dos mamiferos serem 0s animais tradicionalmente utilizados em
experimentagdes, eles possuem alto custo para manutencdo e necessidade de grandes espacos para o
seu cultivo (Zon e Perterso, 2005). Além do mais, o uso disseminado dos animais experimentais
tradicionais na pesquisa tem sido causa de discussOes, principalmente sob o carater ético, em funcédo
do grande numero de animais requerido e do sofrimento causado durante alguns tipos de
experimento (Russel e Burch, 1992; Schechtman, 2002).

Na proposta de introduzir novos métodos de experimentacdo o programa denominado 3R’s
(Reduction, Replacement, Refinement), objetiva reduzir o uso de animais de laboratério, substituir
ensaios experimentais e refinar, minimizando o sofrimento dos modelos utilizados nas pesquisas
(Russel e Burch, 1992; Schechtman, 2002). Nesse cenario, existe uma busca intensa por métodos
alternativos a serem aplicados na area da toxicologia, para avaliacdo dos riscos potenciais de
produtos quimicos. Dentre a ampla gama de métodos alternativos que surgiram, o modelo
experimental zebrafish, em substituicdo aos mamiferos, € um organismo experimental de baixo
custo, com alta taxa de reproducdo e amplamente utilizado em pesquisas ecotoxicolégicas para
avaliacdo de risco de contaminantes ambientais (Kimmel el al., 1955; Scholz et al., 2008; Cassar et
al., 2019). Na fase embrionaria é considerado método de substituicdo que se encaixa nos 3R’s, pois
pela diretiva europeia 2010/63/EU, sobre a protecdo de animais para fins cientificos, os embrifes da
espécie se alimentam unicamente pelo conteddo do saco vitelinico, sem necessidade de

regulamentacdo em procedimentos experimentais, pois ndo tem a alimentacdo exdgena durante esse
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periodo (Scholz et al., 2008; Directive, 2010/63/EU; Teixido et al., 2013).

O peixe zebrafish (Danio rerio), ou paulistinha, é um teledsteo de origem Asiatica e tem
aproximadamente quatro centimetros na fase adulta (Eaton e Farley, 1974; Scholz et al., 2008)
(Figura 1). O peixe apresenta caracteristicas fenotipicas diferentes em relacdo ao seu sexo.
Geralmente os peixes machos tém uma barriga mais lisa, enquanto que as fémeas mostram uma
barriga arredondada e prateada (Nasiadka et al., 2012; Meyers, 2018). Esta espécie foi descrita pela
primeira vez em meados de 1822 pelo britanico Francis Hamilton e se tornou modelo cientifico em
1983 pelo biologista George Streisinger (Spence et al., 2008). Atualmente, é um importante modelo
vertebrado nas pesquisas cientificas, sendo explorado em diversas areas, mas com grande destaque
na area da toxicologia, por possuir alta sensibilidade quando exposto a compostos quimicos, devido a
rapida absorcdo (Scholz et al., 2008; Carlsson et al., 2013). O peixe € um notavel modelo para
avaliagdo de neutotoxicidade, pois tem sistema nervoso central parecido ao humano, contendo 0s
mesmos neurotransmissores, receptores e genes envolvidos nas alteragdes neuronais (Migliarini e
Carnevali, 2009; Panula et al., 2010). Com as analises das fungdes motoras, sensoriais, autonémicas
e cognitivas é possivel também a compreender os efeitos dos compostos quimicos no sistema
neurolégico, o que tem grande relevancia, ja que muitas das alteracbes comportamentais tém
correlagdo com as dos humanos (Klaassen e Watkins, 2013).

Sua importancia como modelo para pesquisas também se da principalmente por possuir
grande parte do genoma sequenciado e pelas semelhangas com outros vertebrados, inclusive
humanos, com cerca de 70% de genes semelhantes (Kimmel et al., 1995; Scholz et al., 2008;
Carlsson et al., 2013; Teixid6 et al., 2013) e cerca de 84% de ortologia com genes de doencas
humanas (Howe et al, 1013). O peixe compartilha caracteristicas anatbmicas com 0s mamiferos
(rins, cérebro, figado, intestino, coracdo, coluna vertebral) que, embora tenham adaptacdes
especificas a vida aquatica, possui fungoes e fisiologia conservadas (Macrae e Peterson, 2015). As
reacOes metabolicas em humanos acontecem semelhante no zebrafish, devido a genes ortélogos
duplicados de um ancestral comum que continuam a ter uma fungdo correspondente nas duas
espécies, tornando o zebrafish um modelo na previsdo do metabolismo de inimeros compostos (De

Souza et al., 2018). As vias (metabolismo e excre¢do) também funcionalmente semelhantes as dos
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mamiferos. Ja a bioconversdo dos diferentes compostos, como 0s quimicos, ocorrem principalmente
no figado em ambas as espécies (Macrae e Peterson, 2015; Hahn et al., 2015). Ainda dentro do
contexto, o figado é considerado biomarcador. O zebrafish possui processos moleculares e celulares,
desenvolvimento hepético, maturacdo e fungdo de enzimas metabdlicas semelhantes quando
comparados aos humanos, sendo reconhecido como organismo respeitavel para analise hepética
(Barros et al., 2008; Vliegenthart et al., 2014). Assim, por esse tecido, é possivel visualizar os efeitos
das exposicdes a xenobioticos, sendo considerado uma importante ferramenta na avaliacdo de
alteragdes patoldgicas e caracterizado como indicador de toxicidade de compostos do ambiente
aquatico (Johnson et al. 1993; VVan Der Oost et al. 1996; Bernet, et al. 1999, Boran, 2010).

Dentre outras caracteristicas que enaltecem o zebrafish, é que o organismo tem réapido
desenvolvimento e manipulagdo acessivel, tornando-o um modelo facil para avaliacdo experimental
(Mcgrath, 2008). Seu ciclo de vida tem quatro estagios distintos (embrionéaria, larval, juvenil e
adulta). Durante a fase embrionaria, o organismo se desenvolve em um ovo translicido que
possibilita a avaliacdo do seu desenvolvimento. A fase larval ocorre ap6s a eclosdo do ovo, com
aproximadamente 72 hpf, e as fases juvenil/adulta sdo atingidas com apenas trés meses, etapa que a
maturidade sexual é alcancada (Hill et al., 2005; Scholz, 2008). No desenvolvimento embrionario e
larval, € possivel se observar vérias malformacdes resultadas da exposi¢do a contaminantes (Hill et
al., 2005). Além do mais, os estagios iniciais da vida (ovos, embrides e larvas) de peixes e
invertebrados aquéaticos demonstraram ser particularmente sensiveis a estressores ambientais
(Hutchinson et al., 1998; Mohammed, 2013).

Por fim, métodos toxicoldgicos alternativos, como os que utilizam o zebrafish, tém grande
potencial, uma vez que o organismo em questdo compartilha inimeras caracteristicas genéticas,
anatémicas e fisioldgicas com os mamiferos, tornando possivel a extrapolagdo dos resultados obtidos
com este peixe para o ser humano (Ali et al., 2011; Garcia; Noves; Tanguay, 2016). E ainda, o
organismo é um biomodelo promissor para andlises comportamentais e ecotoxicoldgicas,
principalmente para o biomonitoramento de ecossistemas aquaticos e contaminantes ambientais,

tornando-o um importante aliado da ciéncia (Quiniou et al., 2007; Vethaak et al., 2015).
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Figura 1) Esquema das fases de desenvolvimento do zebrafish (Danio rerio).
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Periodo zigoto Periodo clivagem Periodo blastula Periodo gastrula Periodo gastrula
0.2 hpf 1.5 hpf 3hpf 6hpf 16hpf

Periodo de segmentagio Adulto
~T72hpf ~3meses

Fonte: Adaptado de Lima et al., 2020.
De A até E: embrido (Até 48 hpf), F: larval (48-72 hpf) e G: adultos (3 meses).

5.1 Teste de toxicidade aguda em embrido (teste FET)

O ensaio de toxicidade com os estagios embrio-larval de zebrafish (Fish Embryo Toxicity -
FET) emergiu como analise promissora para investigacdo da toxicidade de compostos quimicos
(Braunbeck et al., 2005; Knébel et al., 2012; Nagel, 2002). Estabelecido no ano de 2013 pela OECD,
o0 teste FET objetiva acasalar adultos, obter ovos, expor os embrides e larvas de zebrafish recém-
fertilizados ao composto-teste e analisar, a cada 24 horas, os parametros dos indicadores de
toxicidade (Figura 2). De acordo com Kimmel et al., (1995) os indicadores de letalidade incluem a
coagulacéo dos ovos fertilizados, falta de formacdo de somitos, falta de destacamento da cauda do
saco vitelino e auséncia de batimento cardiaco. Dentre os indicadores de subletalidade, destacam-se
as malformagbes no saco vitelino, olhos e cabeca; embrido sem movimento, deformidades
esqueléticas (cauda curvada, cauda encurtada, escoliose) e crescimento retardado (Carlsson et al.,
2013). Inicialmente, o teste FET foi proposto como método toxicolégico alternativo ao uso de peixes
adultos, como o protocolo OECD 203 (2019), e apresentou grande potencial para sua aplicacdo em
toxicologia regulatoria. Desde sua implementacdo, tem se observado uma gradual adesdo do teste
FET dentro do contexto regulatdrio, resultado da associagdo entre um modelo robusto com um

método alternativo eficiente Braunbeck et al., 2015). Em geral, os embrides de zebrafish sdo capazes
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de metabolizar a maioria das substancias da mesma maneira que os peixes adultos (Braunbek et al.,
2014). Além do mais, a maioria dos ensaios FET ocorrem durante o periodo de 96 — 120 hpf, se
encaixando no conceito de bem-estar animal (refinamento) e substituicdo dos modelos tradicionais
de experimentagdo. Tais conceitos estdo encaixados dentro dos 3Rs, outro motivo de serem também
tdo utilizados nos experimentos atuais (Astrogildo et al., 2018). E importante notar que, fatores como
caracteristicas fisico-quimicas e peso molecular das substancias a serem testadas devem ser
consideradas, uma vez que o corion do embrido de zebrafish possui poros com aproximadamente 0,5
pm de didmetro, podendo limitar o alcance do composto em estudo ao organismo (Cheng et al.,
2007). Contudo, apesar dessa restricdo, em geral, a utilizacdo de do FET teste para analises de

substancias quimicas na toxicologia mostra-se uma tecnologia eficaz e de alto rendimento.

Figura 2) Esquema do procedimento do FET teste.
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aparentes

Fonte: Adaptado de Lammer et al., 2009

5.2 Teste de toxicidade aguda em peixes adultos

Para poder estimar os efeitos deletérios de compostos quimicos ao meio ambiente e para 0s
diferentes organismos, é necessario obter respostas rapidas (Barbieri et al., 1998; Barbieri et al.,
2007; Phan et al., 2023). Os testes de toxicidade aguda sdo considerados métodos para determinar
qual a concentracdo de uma substancia produz efeito toxico a um organismo por um curto tempo de

exposicdo (Pankratz, 2011). S&o definidos como efeitos, em geral, severos e réapidos, sofridos pelos
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organismos expostos ao agente quimico, em um curto periodo de tempo (toxicidade aguda) (Aragdo
e Aradjo, 2006).

No Brasil, os testes toxicoldgicos também utilizam peixes como organismo teste. Esses
testes sdo padronizados de acordo com a ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas), que
estabelece os possiveis modelos experimentais para avaliacdo de contaminantes, dentre os quais se
inclui o zebrafish. A norma ABNT-NBR 15088 é a responsavel pela normatizacdo dos ensaios de
toxicidade aguda (ABNT, 2011). Nesse contexto, as andlises de toxicidade com peixes adultos sdo
fundamentais, pois avaliam os possiveis efeitos toxicos das substancias quimicas sobre o ecossistema
aquatico, uma vez que o ambiente é uma das principais rotas dos contaminantes (Rand et al., 1995,
Kendaall et al., 2021). Outro ponto importante para utilizagdo de peixes nos ensaios de toxicidade é
que, 0S organismos sdo 0s principais representantes dos consumidores secundarios na cadeia
alimentar aquatica (Costa et al., 2008). Além do mais, os peixes sdo considerados bioindicadores da
qualidade da 4gua. Uma vez expostos, podem ter alteracfes na taxa crescimento, maturacao sexual e
0s danos em tecidos, que auxiliam na predicdo dos efeitos dos poluentes (Martinez e Souza, 2014).
Por fim, a utilizacdo de peixes para avaliagdo dos possiveis efeitos toxicos de substancias presentes
no ecossistema aquatico é de suma importancia para conhecer o potencial nocivo de quimicos,
amparando a tomada de decisbes, pelo do conhecimento das consequéncias do composto para 0
ambiente, e a saide do homem.

O guideline de 2019, OECD TG 203 (Fish, Acute Toxicity Testing), é destaque para andlise
com peixes expostos a um curto periodo de tempo. Tem como interesse 0 bem-estar animal e a
utilizacdo eficiente de recursos. O principio do teste se baseia em expor 0s peixes ao produto
quimico, durante um periodo agudo de até 96 horas, sob qualquer condicdo estatica, semi-estaticas
ou de fluxo (Figura 3). Durante o periodo de exposicdo a substancia teste, sdo registradas a
mortalidade e as anormalidades visiveis, relacionados a aparéncia e ao comportamento do organismo
testado. O principio do teste considera outros pontos relevantes, que devem ser seguidos durante a
experimentacdo, com a presenca de grupos controles, onde a mortalidade deve ndo exceder 10%,
utilizar sempre recipiente de vidro, ago inoxidavel ou outros recipientes quimicamente inertes e

realizar sempre o controle dos parametros fisico-quimicos da agua onde o0s animais estardo expostos
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(OECD, 2019).

Apesar da importancia destacada na utilizagdo de adultos para avaliacdo toxicologica, alguns
autores relatam que embrides e larvas sdo mais sensiveis que os animais adultos, o que pode
ocasionar sensibilidades diferenciadas entre as fases descritas no método mencionado. Segundo Xiu
e colaboradores (1991), os embriGes e larvas de zebrafish sdo geralmente mais sensiveis a diversos
poluentes do que os adultos. Em funcio desta sensibilidade diferenciada, o Orgdo Ambiental Norte

Americano, USEPA (USEPA, 2002) orienta que, os ensaios de toxicidade sejam também conduzidos

com organismos diferentes fases vida.

Figura 3) Esquema da exposicédo do teste de toxicidade aguda com peixes adultos,
contendo controles negativo, controle solvente e grupos de exposi¢do com diferentes

concetracdo dos contaminates.
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Fonte: Adaptado de Ribeiro et al., 2022
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5.3 Biomarcadores bioguimicos em Zebrafish

Biomarcadores sdo, por definicdo, alteracbes do organismo exposto a um produto
(xenobidtico) em um nivel sub-individual, medido por sinais bioquimicos, moleculares, genéticos,
imunoldgicos e/ ou fisiologicos (VanGestel e VanBrummelen, 1996; Regoli et al., 2002). As
alteracBes desses componentes indicam um comprometimento do estado normal do organismo,
mostrando que, o contaminante em questdo foi absorvido e distribuido sistemicamente, provocando
toxicidade para o individuo. (Van Der Oost et al., 2003). Essas informacdes sdo importantes, pois
auxiliam na compreensao dos efeitos e modo de acdo de diferentes quimicos e na prevencao de seus
possiveis perigos (Domingues et al., 2019). Além do mais, analises de biomarcadores também
podem auxiliar na deteccdo precoce da existéncia de substancias toxicas no ambiente, o que contribui
para identificar espécies ou popula¢des em risco, avaliar a contaminacdo e determinar o grau de
severidade dos efeitos causados pelos xenobidticos (Stegeman et al., 1992; De Caprio, 1997; Van
Der Oost et al., 2003).

Diferentes tipos de biomarcadores podem ser analisados em organismos expostos a agentes
estressores presentes o meio ambiente, para avaliar impactos de compostos quimicos (Van der Oost
et al.,, 2003). As alteracbes das atividades enzimaticas, da concentracdo de compostos ndo
enzimaticos e antioxidantes, e da toxicidade de oxidante mediada por oxidagdo/carbonilagdo
proteica, peroxidacao lipidica e danos ao DNA, sdo exemplos de biomarcadores (Printes, 2004).
Geralmente, os biomarcadores mais sensiveis sdo aqueles que indicam alteracfes nos niveis e nas
atividades de enzimas de biotransformagédo, sendo que, em peixes, a atividade destas enzimas pode
ser induzida ou inibida por xenobi6ticos (Bucheli e Fent, 2018). Dentre os biomarcadores escolhidos
para essa andlise destacam-se a Acetilcolinesterase (AChE), uma importante enzima na manutengao
da funcdo nervosa (Olsen et al., 2001); Catalase (CAT), enzima que promove a detoxificacdo das
celulas; Glutationa S-transferase (GST), uma familia de enzimas com um papel fundamental na
biotransformacdo de xenobidticos (Hyne e Maher, 2003); Lactato desidrogenase (LDH), envolvida
no fisiologia muscular (Diamantino et al., 2001) e a peroxidacdo lipidica LPO, processo relacionado
aos radicais livres nas membranas celulares (Esterbauer et al., 2001).

1)  Acetilcolinesterase (AChE), € uma enzima envolvida no sistema nervoso central, em



28

fungdes neurais e musculares (Aragjor et al., 2016). A AChE participa na hidrélise de acetilcolina
(ACh) (Figura 4), cuja funcdo primordial é transmitindo sinapses neuronais (Purves et al., 2008;
Fischer et al 2015). Essa enzima é de suma importancia, pois sua inibicdo pode acarretar no acimulo
do neurotransmissor ACh na fenda sinaptica, levando a hiperestimulacdo dos receptores nos
neurdnios, portanto, a ativacao da transducdo de sinal constante pelas sinapses colinérgicas (Fukuto,
1990; Fulton et al., 2001; Russom et al., 2014). A mudanca na atividade de AChE, também pode
causar alteragdes no comportamento e na atividade neuromuscular, sendo considerada como um
importante biomarcador de neurotoxicidade (Gagné, 2014). Determinados contaminantes podem
causar a alteragdo/inibicdo de AChE, que causa a hiperestimulacdo de receptores de acetilcolina,
ocasionando alteracOes fisioldgicas e neurologicas (Haverrot et al., 2015). Normalmente, em
ecotoxicologia a quantificacdo da atividade da AChE é utilizada para avaliar organofosforados e
inseticidas (Jadhav e Rajini 1994; Drobne et al., 2018), herbicidas (Moraes et al., 2009), antibiéticos

(Tu et al., 2009) e metais (Elumalai et al., 2002; Calisi et al., 2009).

Figura 4) Esquema da quebra enzimatica da acetilcolina
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Fonte: adaptade de ATSDR (2007).

2) As Catalases (CAT) sdo enzimas que participam dos sistemas de defesa, principalmente
contra as moléculas geradas durante o estresse oxidativo, conhecidas como espécies reativas de
oxigénio (ERO), catalisando o peroxido de hidrogénio (composto tdxico), em agua e oxigénio

(compostos ndo nocivos) (Scibior e Czeczot, 2016) (Figura 5). A principal atividade da CAT
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esta associada aos peroxissomos (presentes principalmente no figado) ou microcorpos que atuam no
metabolismo dos acidos graxos (Huggett et al., 1992). CAT esta conectada a atividade da glutationa
peroxidase (GPx) para combater a exposicdo ao estresse oxidativo causada por contaminantes
ambientais (Diesseroth e Dounce 1970). A CAT desempenha um papel importante no processo de
detoxificagio de xenobidticos em peixes (Oliveira et al., 2009). E comum observar aumento de CAT
em modelos experimentais expostos a diferentes quimicos potencialmente téxicos (Oliveira et al.,

2009).

Figura 5) Esquema da da catalizacdo da enzima catalase (CAT).
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Fonte: https://bio libretexts org/

3) A Glutationa S-transferase (GST), é considerada a principal enzima de fase II.
Resumidamente os sitemas de detoxificagdo de xenobioticos convertem compostos lipofilicos em
produtos mais facilmente excretados, por meio da acdo de uma variedade de proteinas e enzimas. Na
fase |, reacBes de oxidacdo, reducdo e hidrolise resultam em metabdlitos mais polares do que as
substancias originais. Essas mudancas aumentam a polaridade dos xenobidticos, criando sitios
moleculares que facilitam sua conjugacdo durante a fase 1l. Na fase I, os metabolitos da primeira
fase e 0s xenobidticos polares ligam-se a substratos enddgenos, produzindo conjugados mais
sollveis em agua, os quais podem ser facilmente excretados da célula (Van Der Oost et al., 2003).
Os xenobioticos sdo conjugados com diversas substancias e, dentre as reagdes importantes da fase Il,
tem-se a conjugacdo da glutationa (GSH) aos compostos quimicos (xenobi6ticos). A conjugacdo de
agentes toxicos com o tripeptideo GSH é catalisada, na sua fase inicial, pela GST, que atua na fase Il
da biotransformacdo, prevenindo danos a membrana celular e a outras macromoléculas (Figura 6)

(Hayes et al, 1995; Dybing et al., 2002; VVan Der Oost et al., 2003; Malmezat et al., 2000).
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Para Gagné (2014), a conjugacéo de xenobioticos polares a glutationa (GSH) representa
uma importante via da fase Il de invertebrados e peixes. Esta reacdo ocorre pela da ligacdo de
compostos eletrofilicos ao grupo nucleofilico tiol do aminoécido cisteina da GSH, sendo catalisada
pela glutationa S-transferase (GST) (Torres et al., 2004; Nascimento, 2008). Assim, as GST estéo
envolvidas na biotransformacdo de poluentes, sendo utilizada como biomarcador ambiental
(Monteiro et al., 2006). Por fim, 0 aumento de GST no organismo pode estar relacionado a acdo de

compostos nocivos no organismo (Schelin et al., 1983).

Figura 6) Esquema da Acao das glutationas S-transferases.
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Fonte: Adaptado de Simic et al. (2009).

4) Lactato desidrogenase (LDH), faz parte do metabolismo celular, que participa do
processo de transformacdo da glicose em energia nas células. Estd enzima estd no processo de
conversdo de piruvato em lactato, pela via anaerdbia nos processos de producdo de energia celular, e,
simultaneamente, converte 0 NADH em NAD+ (Neves, 2012; Silva, 2015) (Figura 7). Tem grande
relevancia em condigdes de estresse induzidos por contaminantes ambientais, quando a energia pode
ser necessaria em um curto periodo de tempo (De Coen et al., 2001; Monteiro et al., 2016). As
mudancas na atividade de LDH sdo usadas como um indicador de exposicdo a produtos quimicos
(Gupta et al.,1991). Geralmente, aumentos de atividade de LDH sdo comumente relatadas em

invertebrados expostos a xenobidticos (Ribeiro 1999; Diamantino et al., 2001).
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Figura 7) Esquema de catalizacéo do lactato desidrogenase (LDH)
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Fonte: Adaptado de Maes et al. (2014).

5) Peroxidagdo lipidica (LPO), é a degradacdo oxidativa dos lipidos. O excesso de ERO
ndo removido pelo sistema antioxidante pode causar danos aos lipideos pela sua oxidacdo por via
enzimatica ou por interacdo com radicais livres (Smart e Hodgson, 2008; Gagné, 2014). Quando as
ERO apresentam reatividade suficiente para extrair um atomo de hidrogénio de um lipideo intacto,
inicia-se a lipoperoxidacdo ou peroxidacdo lipidica, que levam a degradacdo das membranas
(Filipak, 2014). Este processo € iniciado por um mecanismo de reacdo em cadeia de um radical livre
(R), que remove um hidrogénio de um acido graxo poli-insaturado (PUFA). A fase de terminagdo é
quando o radical lipidico formado pode reagir com oxigénio (O2), produzindo um radical de
peroxido lipidico. Caso o PUFA contenha mais de trés insaturacdes, o radical gerado reage com
outro radical de peroxido lipidico, formando um peroxido ciclico. Este radical pode ainda reagir com
outro &cido graxo, produzindo outro radical lipidico e um perdxido lipidico, fase denominada de
propagacdo (Smart e Hodgson, 2008; Filipak, 2014) (Figura 8). Estudos demonstraram aumento da
LPO em tecidos como consequéncia de toxicidade de compostos (Franco-Bernardes et al., 2015;
Felicio et al., 2018). Filipak (2014) cita que, a quantificagcdo da lipoperoxidacdo é uma das técnicas
mais comumente empregadas na determinacgdo de estresse oxidativo em peixes, organismos estes que

tém quantidades elevadas de lipidios com residuos de &cidos graxos poli-insaturados.
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Figura 8) Esquema do mecanismo de peroxidag&o lipidica (LPO).
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Fonte: Adaptado de Boelsterli (2007).

5.4 Comportamento em zebrafish

A caracterizacdo comportamental no modelo zebrafish é importante como biomarcador de
toxicidade de compostos quimicos. Estes testes podem aumentar a compreensao sobre toxicidade e o
mecanismo de acdo de xenobidticos (Siebel et al., 2015). EmbriGes e larvas de zebrafish sdo
considerados modelos adequados para essas avaliagbes comportamentais, devido ao seu pequeno
tamanho, facilidade de manuseio e rapido desenvolvimento (Portugues e Engert, 2009). Estudos
realizados com zebrafish tém mostrado que esse organismo é um modelo experimental eficaz e
sensivel para ser usado em analise comportamental (Scheil et al., 2008; Vieira et al., 2009; Portugues
e Engert, 2009 Colwill e Creton, 2011, Baley et al., 2016). Ensaios como o0s que utilizam mudancas
alternadas de claro e escuro, com a finalidade de detetar alteracdo na atividade natatoria, sdo
comumente usados para avaliar a resposta do organismo ao estresse, mediante a exposicdo a

xenobidticos (Burgues e Granato, 2007; Andrade et al., 2006). Um ponto comumente usado em
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andlises toxicoldgicas, dentro do contexto dos parametros comportamentais, é a locomogéo, cuja
maioria das analises utiliza a tecnologia automatizada. Anélises de locomo¢éo de larvas de zebrafish
sdo indicadores comumente descritos na literatura cientifica para estudos dos efeitos de agentes
toxicos (Bichara et al., 2013). No caso do zebrafish, a locomogdo, também pode ter correlagdo com
danos neurolégicos no sistema nervoso central (SNC), provocado pela acdo de quimicos nos estagios
iniciais da vida do organismo (lrons et al., 2010; Padilla et al., 2011; Selderslaghs et al., 2010) e a
toxicidade subletal de poluentes (Ulhaq et al., 2013). As alteracdes na neurogénese e na concentracao
de neurotransmissores no SNC, sdo correlacionaveis as alteragbes comportamentais. Silva et al
(2008) relatam que o sistema colinérgico (referente ao sistema que depende da liberagcdo de
acetilcolina para atuar) é pardmetro para avaliar a acdo de xenobioticos e alteracBes de padrdes
comportamentais.

Como ja mencionado, com a inibicdo de AChE, a acetilcolina ndo é degradada, causando
um acumulo deste neurotransmissor nas sinapses nervosas e jungGes musculares. Esses
comprometimentos levam a alteracfes comportamentais, como por exemplo, hiperatividade, asfixia e
até a morte (Silva et al, 2008). Estudos sobre a agdo de inseticidas organofosforados demonstraram a
inibicdo de AChE, causando um efeito sobre a atividade locomotora (Baynes e Dominiczak, 2007).
Dentre as possiveis alteracfes no comportamento locomotor, as principais delas incluem alteragdo na
distancia total percorrida, a velocidade média, o angulo de giro, a frequéncia de movimento e a
duracdo total de movimento, permitindo a identificacdo de nocividade de diferentes compostos
guimicos (Selderslaghs et al., 2013). Analises comportamentais sdo importantes também dentro de
um contexto ecoldgico, pois muitos contaminantes perturbam a locomoc¢do normal dos peixes em
concentragcBes muito inferiores aquelas que causam a mortalidade dos organismos. H& registros na
literatura de alteracdo de comportamento de embriGes de peixes em concentracbes 375 vezes
menores que a LC10 (Kluver et al., 2015). Ainda quanto & relagdo ecotoxicoldgica e comportamental
de peixes, larvas e embrifes, o comprometimento da funcdo locomotora influencia, principalmente, a
busca por alimentos, reproducéo e,, consequentemente a sobrevivéncia do organismo (Lovern et al.,
2007). Por fim, as analises de comportamento podem fornecer medidas sensiveis de exposi¢do a

contaminantes. Estas respostas tém alta relevancia ecolégica, pois os efeitos podem ser traduzidos,
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em longo prazo, a saude e na sobrevivéncia das populagées (Scott e Sloman, 2004). Uma vez que o
comportamento é medido por respostas fisiol6gicas dos organismos em condicBes estressantes, 0s
usos desses marcadores biol6gicos contribuem para elucidagdo do modo de acdo de compostos

quimicos, elevando a fidelidade dos resultados observados (Lovern et al., 2007).

5.5 Comprimento e frequéncia cardiaca em zebrafish

Os estagios de desenvolvimento embrionarios sdo demonstrados por Kimmel et al (1995).
EmbriGes com 120 hpf tém medidas aproximadas pré-estabelecidas de comprimento total do corpo.
Sao caracterizados como Xxenobidticos que afetaram o desenvolvimento embrionario, qualquer
poluente capaz de provocar alteragdo na estrutura embrionéria. Para Nagel (2002), alteragdes no
comprimento e frequéncia cardiaca de zebrafish expostos aos quimicos sdo parametros categorizados
como de subletalidade e teratogénicidade. As alteracBes relacionadas ao comprimento larval em
zebrafish estdo fortemente associadas a deformidades morfologicas, assim como malformacdes
esqueléticas, saco vitelino e edema do pericardio. Ja a avaliagdo dos batimentos cardiacos tem
grande relevancia, pois as alteracGes neste tecido podem representar condigbes patologicas do
organismo (De Luca et al., 2014). Para Mcgrath (2008), o zebrafish € um modelo (til para se estudar
doencas e alteragdes cardiacas, devido a semelhanca ao coracdo de mamiferos, desenvolvimento
rapido, e métodos genéticos disponives. Estes organismos possuem mecanismos moleculares
subjacentes a formacdo de vasos e morfogénese semelhantes aos dos vertebrados superiores,
mostrando um notavel grau de conservacdo anatémica e funcional (Isogai et al., 2001).

Outra caracteristica importante da analises cardiacas de zebrafish é que o embrido se
desenvolve em um ovo translicido que possibilita a visualizacdo das fases embrionarias, superando o
problema da acessibilidade limitada de 6rgdos em outros organismos. A clareza Optica permite a
observacao, in vivo, de eventos fisioldgicos ou patoldgicos durante o desenvolvimento do coragdo
(Stainer et al., 1994). Como o desenvolvimento cardiaco embrionério é rapido é também répido
observar e quantificar a funcdo cardiaca dos embriGes (Narumanchi, et al., 2021). Um outro ponto

importante relacionado ao zebrafish, é que o modelo possui um sistema cardiaco e vascular
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relativamente simples, facil de ser entendido, observado e estudado (Isogai et al., 2001). Além do
gue, € um dos modelos mais importantes para a biologia de desenvolvimento e regeneracdo do
coracdo. Por estas facilidades de uso desse modelo bioldgico e pelo zebrafish possuir semelhancas
genéticas com doencas humanas, ele vem sendo cada vez mais importante para estudos de doengas
cardiacas humanas, na busca de novas terapias para a prevencdo e tratamento da insuficiéncia
cardiaca (Beffagna, 2019). As mudancas cardiacas s&o facilmente observadas por analises simples de
microscopios, durante as primeiras etapas de vida deste bioindicador (Zhu et al., 2013; Ibrahim et al.,
2020). O diuron em altas concetragfes (2,50 mg/L e 10,00 mg/L) é capaz de diminuir a frequéncia
cardiaca em peixe (Medaka japonés), apos 7 e 13 dias de exposi¢do (lbrahim et al., 2020). Zhu e
colaboradores (2013) também encontraram diminuicdo da frequéncia cardiaca de embrides
(Gobiocypris rarus) expostos a altas concentragdes (2.901, 4.138, 5.902, 8.418 e 12.000 mg/L) de
DCA.

Por fim, o mal funcionamento cardiaco de embrides de zebrafish, principalmente durante o
periodo embrio-larval, pode impedir o o individuo de chagar a fase adulta. Anélises como essas,
mostram as consequéncias da contamina¢do do ambiente aquatico por praguicidas (lbrahim et al.,
2020). Por isso, é de extrema importancia o desenvolvimento de estudos que visam avaliar as
consequéncias diretas de contaminantes ambientais sobre o sistema cardiaco e vascular dos

organismos endémicos de locais impactados por esses compostos.

6 Justificativa

O uso de praguicidas esta entre os principais instrumentos do modelo de agricultura. Na
classe dos herbicidas, o diuron se destaca como um dos mais utilizados no territério brasileiro, com
cerca de 6,5 mil de toneladas aplicadas na agricultura, somente no ano de 2021 (IBAMA, 2023).

A problemética do diuron se estende além do herbicida, uma vez que, seus metabolitos
DCA e DCPMU, também sdo persistentes no ambiente, potencialmente toxicos e a legislacéo
brasileira ndo prevé o monitoramento destes quimicos nos compartimentos ambientais. Assim, 0 uso
intensivo do diuron na agricultura, agregado aos seus proprios efeitos danosos, bem com de seus

metabdlitos, mostram a necessidade da continuidade de desenvolvimento de pesquisas que
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identifiguem a toxicidade desse composto. Nesse cenario, analises modernas, como as que utilizam
marcadores bioguimicos e comportamentais, se destacam pela sensibilidade de avaliar e identificar o
perigo potencial de xenobi6ticos, além de permitir uma melhor compreensdo do modo de acgdo e
prevenir riscos de praguicidas amplamente utilizados na agricultura (Domingues et al., 2010).

Hoje, sabe-se que 0s animais aquaticos sdo fundamentais na identificacdo dos perigos ao
meio ambiente e para avaliacdo do risco de agentes quimicos contaminantes. Para Eissa (2010),
analises em organismos aquaticos expostos a poluentes tem grande destaque para explorar os efeitos
dos contaminantes e estressores ambientais, uma vez que o ambiente aquético é o principal destino
desses produtos. Assim, o modelo escolhido, o peixe zebrafish, tem caracteristicas adequadas para
serem usados como organismo-teste de toxicidade (Nagel, 2002; Scholz et al., 2008). Outro fator de
interesse ligado a escolha a do Danio rerio, é devido as implicagdes éticas, baseadas nos conceitos
dos 3R’s, que substituem os testes tradicionais para métodos alternativos na avaliagdo de substancias
quimicas. E por fim, ndo existem estudos que avaliam o potencial toxico do diuron, DCA e DCPMU
sobre o aspecto bioquimico e comportamental, com concerta¢gdes encontradas no meio ambiente,

utilizando 0 modelo experimental zebrafish em sua fase embrio-larval.

7 Objetivos

Essa tese propde uma avaliacdo dos possiveis danos induzidos pelos xenobidticos diuron,
DCA e DCPMU em embribes e larvas de zebrafish. Para tanto, sdo apresentados os seguintes
objetivos:

. Avaliar se as exposi¢des ao diuron, DCA e DCMPU provocam alteragfes nos
parametros bioguimicos de larvas de zebrafish, por meio de analises das atividades das enzimas
acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), lactato desidrogenase
(LDH) e peroxidacdo lipidica (LPO);

. Avaliar se a exposices ao diuron, DCA e DCMPU causam mudangas de
comportamento de larvas de zebrafish;

Avaliar se as exposicoes ao diuron, DCA e DCMPU causam alteracdes letais, subletais e

teratogénicas em larvas de zebrafish;
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. Avaliar se as exposi¢des ao diuron, DCA e DCMPU alteram o comprimento e a
frequéncia cardiaca de embrides e larvas de zebrafish;
. Avaliar se as exposi¢cbes ao diuron, DCA e DCMPU provocam alteracdes

histopatoldgicas no figado, baco e cérebro em adultos de zebrafish;
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