Universidade
Estadual de LondRina

TIAGO TOMIAMA ALVIM

EFEITOS DE INSETICIDAS FORMULADOS A BASE DE A-
cialotrina E imidacloprido, ISOLADOS E EM MISTURA, NAS
FASES EMBRIOLARVAL E ADULTA DE Danio rerio

Londrina
2023



Universidade Estadual de Londrina Programa de
Centro de Ciéncias Biol6gicas Pés-graduagiao em

Depariamento de Biologia Geral Genética e Biologia Molecular

TIAGO TOMIAMA ALVIM

EFEITOS DE INSETICIDAS FORMULADOS A BASE DE A-
cialotrina E imidacloprido, ISOLADOS E EM MISTURA, NAS
FASES EMBRIOLARVAL E ADULTA DE Danio rerio

Londrina
2023



TIAGO TOMIAMA ALVIM

EFEITOS DE INSETICIDAS FORMULADOS A BASE DE A-
cialotrina E imidacloprido, ISOLADOS E EM MISTURA, NAS
FASES EMBRIOLARVAL E ADULTA DE Danio rerio

Trabalho de Tese apresentado ao Programa de
Pos-Graduagdo em Genética e Biologia
Molecular, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para a obtencao
do titulo de Doutor.

Orientador: Profa. Dra. Claudia Bueno dos Reis
Martinez.

Londrina
2023



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de
Geracgao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

A475e  Alvim, Tiago Tomiama .
Efeitos de inseticidas formulados & base de A-cialotrina e imidacloprido,
isolados e em mistura, nas fases embriolarval e adulta de Danio rerio ! Tiago
Tomiama Alvim. - Londrina, 2023.
118 f. <l

Orientadore Claudia Bueno dos Reis Martinez.

Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual
de Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds-Graduagdo em
Genética e Biologia Molecular, 2023.

Inclui bibliografia

1. Fase embriolarval e adulta de Danio rerio - Tese. 2. Biomarcadores
genotodxicos, bioquimicos e de desenvolvimento - Tese. 3. Inseticidas isolados e
em mistura - Tese. 4. Ecotoxicologia aquatica - Tese. 1. Martinez, Claudia Bueno
dos Reis. 11. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pés-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular. Ili. Titulo.

CDU 575.1




TIAGO TOMIAMA ALVIM

EFEITOS DE INSETICIDAS FORMULADOS A BASE DE A-
cialotrina E imidacloprido, ISOLADOS E EM MISTURA, NAS
FASES EMBRIOLARVAL E ADULTA DE Danio rerio

Trabalho de Tese apresentado ao Programa de
Pos-Graduagdo em Genética e Biologia
Molecular, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para a obtengao
do titulo de Doutor.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof2. Dr2. Claudia Bueno dos Reis
Martinez
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profé. Dr2. Luciana Fernandes de Oliveira
Instituto Federal do Parana - IFPR

Prof. Dr. Thiago Lopes Rocha
Universidade Federal de Goias - UFG

Profe. Dr2. Caroline Santos
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Paulo Cesar Meletti
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 28 de fevereiro de 2023.



“‘Dedico esta tese a minha
querida batchan (In
memoriam), cuja presenca foi
essencial na minha vida.”



AGRADECIMENTOS

Nesses anos de doutorado, de muito estudo, esforgco e empenho no
meio de uma pandemia, gostaria de agradecer algumas pessoas que me
acompanharam e foram fundamentais para a realizagcao de mais esta etapa da minha
vida.

Aos meus pais, Satsuki Aparecida Tomiama Alvim e Israel Pereira
Alvim e toda minha familia por sempre me apoiarem em minhas decisdes e
acreditarem que eu consigo alcangar os meus objetivos e supera-los. Sou e sempre
serei eternamente grato por tudo que vocés fizeram e fazem por mim. Em especial,
quero agradecer a minha batchan Kimio Tomiama, tudo ficou diferente com a sua
partida, mas a gente tenta nao ficar s6 triste ao lembrar que vivemos tudo o que
podiamos ao seu lado @ . Amo vocés.

Ao Programa de Pds-graduagao em Genética e Biologia Molecular da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e todos seus professores pela dedicacao
ao ensino. A CAPES pela concessao da bolsa e apoio financeiro.

A Profa. Dra. Claudia Buenos dos Reis Martinez. Vocé &, sem davida
nenhuma, minha maior inspiracdo nos ultimos anos. Agradego imensamente pela
confianga e por ter me dado a oportunidade de realizar este trabalho. Agradeco por
toda a paciéncia, conselhos e ensinamentos dentro e fora do laboratério. Obrigado
por ter me acolhido e ter sido minha mae cientifica durante essa jornada. Saiba que
serei eternamente grato a vocé e seus ensinamentos eu levarei comigo para sempre.
Muito obrigado pela excelente orientagdo ao longo dos anos.

Aos membros titulares da banca examinadora da defesa do meu
doutorado, Dra Caroline Santos, Profa. Dra. Luciana Fernandes de Oliveira, Prof. Dr.
Paulo César Meletti e Prof. Dr. Thiago Lopes Rocha, pela disponibilidade em colaborar
com o0 nosso trabalho. Aos membros suplentes da banca examinadora da defesa do
meu doutorado, Profa. Dra. Juliana Delatim Simonato Rocha e Profa. Dra. Marta
Margarete Cestari, pela disponibilidade em colaborar com o nosso trabalho, caso
algum membro titular ndo possa comparecer.

A Profa. Dra Silvia Sofia e ao Prof. Dr. Mario Sérgio Mantovani pela
disponibilizacdo dos equipamentos laboratoriais para as analises de sintese do cDNA

e expressao génica. Agradego também ao Luan Vitor e a Thais Kotelok que me



ensinaram e me ajudaram com os equipamentos. A Profa. Dra. Daniele Sartori pela
ajuda com os meus primers da gPCR. Sua ajuda foi essencial para a realizagdo dessa
analise.

Ao Prof. Dr. Paulo César Meletti pela disponibilizacdo do seu
laboratério e dos seus equipamentos para a realizagdo dos experimentos da fase
embriolarval dos D. rerio. Agradego também por todo o conhecimento sobre as
técnicas necessarias para a realizacdo desses experimentos.

A todos do Laboratorio de Ecofisiologia Animal (LEFA) da velha e
nova geragao: Angeliks, Carlao, Carol, Duda, Gabi, Hellen, Jamille, Jéssica,
Jheimison, Ju, Julia, Kathya, Lais, Laura Fernanda, Laurinha Lui, Lu, Mari Lauer,
Milena, Mi, Nicholas, Paulo, Thais, Vanessa e William, que contribuiram em peso com
esse trabalho, além de, me proporcionar muitas risadas e momentos incriveis nesses
6 anos de convivéncia do mestrado e doutorado. Agradeco ao técnico Wagner Risso
que contribuiu massivamente em minhas amostragens e me socorreu diversas vezes
quando eu precisava de algum tipo de ajuda. A todos os ICs que me ajudaram ao
longo do percurso.

Aos meus amigos de rolé: Ana, Brunim, Clarinha, Felps, Gui,
Guilherme, Jaum, Luan, Lud, Millena e Same. Obrigado pelos momentos
inesqueciveis de resenha e gargalhadas. Obrigado a Juci, mesmo eu sendo chato as
vezes, sempre esteve comigo me dando forgas para continuar e sempre me ajudando
em momentos dificeis.

Aos meus amigos-irmaos: Angéliks, Carlao, Caroool, Hellenzinha, J,
Jess, Julia, Kenny, Moo, Mari, Mateus, Milena e Renan. Obrigado por todo o suporte
emocional, sem vocés a vida seria muito mais amarga. Vocés apareceram em minha
vida me mostrando que os vinculos podem ser muito fortes, mesmo sem ser de
sangue. Tenho gratidao por toda a amizade e companheirismo em todos esses anos.
Quero poder viver sempre ao lado de vocés, compartilhando histérias e vivéncias
inesqueciveis. Obrigado por todos os conselhos dados a mim.

A Deus por ter me dado saude e forga para superar as dificuldades ao

longo do caminho.



“Feliz aquele que transfere o que
sabe e aprende o que ensina”
(Cora Coralina)



ALVIM, Tiago Tomiama. Efeitos de inseticidas formulados a base de A-cialotrina
e imidacloprido, isolados e em mistura, nas fases embriolarval e adulta de Danio
rerio. 2023. 118 f. Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular, da Universidade Estadual de Londrina, como requisito para a
obtencéao do titulo de Doutor, Londrina.

RESUMO

Nesta tese foram avaliados os efeitos da exposi¢cao aguda aos inseticidas formulados
a base de A-cialotrina (LC) e imidacloprido (IMI) em concentra¢gdes ambientalmente
relevantes, isolados e em mistura (MIX), nas fases embriolarval e adulta de Danio
rerio, por meio da analise de multiplos biomarcadores. Na fase embriolarval, LC, IMI
e MIX causaram aumento na mortalidade de embrides em 24 hpf (horas pos-
fertilizagdo) e diminuicdo da ecloséo de larvas (96 hpf). IMI causou ainda danos ao
DNA e diminuicao da ecloséao (72 hpf). MIX também reduziu a eclosao (72 hpf), além
de promover aumento de lipoperoxidagdo (LPO) e da concentragdo de Glutationa
(possivel interagédo sinérgica). Nos adultos, LC, IMI e MIX levaram ao aumento de
danos no DNA em diferentes tecidos e alteragdes eritrociticas nucleares. LC
ocasionou aumento de lipoperoxidacdo (LPO) em varios 6rgédos e da expressao
relativa do gene ogg? (bréanquias). As defesas antioxidantes do cérebro foram
expressivas e eficientes em proteger o 6rgdo do estresse oxidativo dos animais
expostos ao IMI e MIX. A MIX promoveu ainda LPO (branquias), aumento da
concentracao de Glutationa e da atividade da 7-etoxiresorufina o-deetilase (EROD) no
figado (possivel interagao sinérgica). A PCA demonstrou que os biomarcadores
genéticos e de estresse oxidativo foram os que mais contribuiram para explicar a
variabilidade dos resultados (principalmente cometa, alteragbes eritrociticas e
catalase). Estes resultados mostram que os inseticidas testados sao prejudiciais para
ambas as fases de desenvolvimento de D. rerio. O IMI apresentou mais efeitos
subletais na fase embriolarval e a LC na fase adulta.

Palavras-chave: Piretroides; Neonicotinoides; Genotoxicidade; Estresse oxidativo;
Zebrafish.



ALVIM, Tiago Tomiama. Effects of insecticides formulated based on A-cyhalothrin
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ABSTRACT

In this thesis, the effects of acute exposure to insecticides formulated based on A-
cyhalothrin (LC) and imidacloprid (IMI) in environmentally relevant concentrations,
isolated and mixed (MIX), in the embryo-larval and adult phases of Danio rerio, were
evaluated through analysis of multiple biomarkers. In the embryo-larval phase, LC, IMI,
and MIX caused an increase in embryo mortality at 24 hpf (post-fertilization hours) and
a decrease in larval hatching (96 hpf). IMI also caused DNA damage and reduced
hatching (72 hpf). MIX also reduced hatching (72 hpf), in addition to increasing
lipoperoxidation (LPO) and Glutathione concentration (possible synergistic
interaction). In adults, LC, IMI, and MIX led to increased DNA damage in different
tissues and erythrocytic nuclear changes. LC caused an increase in lipid peroxidation
(LPO) in several organs and the relative expression of the ogg? gene (qgills). Brain
antioxidant defenses were expressive and efficient in protecting the organ from
oxidative stress in animals exposed to IMI and MIX. MIX also promoted LPO (gills),
increased Glutathione concentration, and 7-ethoxyresorufin o-deethylase (EROD)
activity in the liver (possible synergistic interaction). PCA showed that genetic and
oxidative stress biomarkers contributed the most to explaining the variability of results
(mainly comet, erythrocytic alterations, and catalase). These results show that the
tested insecticides are harmful to both stages of development of D. rerio. IMI showed
more sublethal effects in the embryo-larval phase and LC in the adult phase.

Key-words: Pyrethroids; Neonicotinoids; Genotoxicity; Oxidative stress; Zebrafish.
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APRESENTAGAO DA TESE

A presente tese foi organizada para atender as normas do Programa
de Pds-graduagédo em Genética e Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Londrina. O objetivo geral desta tese foi avaliar os efeitos de inseticidas formulados a
base de A-cialotrina e imidacloprido, isolados e em mistura (MIX), em diferentes fases
de desenvolvimento do teledsteo Danio rerio. No capitulo | encontram-se a introdugao
geral, a revisao bibliografica, objetivos e hipéteses tragados para o projeto da tese. O
capitulo Il contém o manuscrito “Efeitos de inseticidas formulados a base de A-
cialotrina e imidacloprido, isolados e em mistura, na fase embriolarval do Danio rerio”,
a ser submetido ao periodico Environmental Toxicology and Pharmacology (ISSN:
1382-6689; Fator de Impacto: 5,785). O capitulo Ill contém o manuscrito em
desenvolvimento: “Efeitos de inseticidas formulados a base de A-cialotrina e
imidacloprido, isolados e em mistura, em diferentes tecidos de Danio rerio:
biomarcadores bioquimicos e genéticos”. Também pretendemos submeter esse
manuscrito ao periédico Environmental Toxicology and Pharmacology (ISSN: 1382-
6689; Fator de Impacto: 5,785). No capitulo IV encontram-se as conclusdes finais

geradas a partir dos dados coletados.
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CAPIiTULOI

1 INTRODUGAO GERAL

Atualmente, o Brasil € considerado o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo, respondendo por aproximadamente 20% do consumo mundial
total (ALBUQUERQUE et al., 2016; DO AMARAL et al., 2018). Em 2021, o consumo
de agrotoxicos no pais ultrapassou mais de 720 mil toneladas de ingredientes ativos.
Nesse cenario, destacam-se os inseticidas, que correspondem a 13% do mercado
brasileiro (IBAMA, 2022). Duas classes de inseticidas que vém sendo muito utilizadas
na agricultura, devido a alta eficacia contra um amplo espectro de insetos em uma
variedade de culturas, sao eles os piretroides e os neonicotinoides (FAI; KINFACK;
TOWA, 2017; VIEIRA et al., 2018).

Na agricultura, as misturas de inseticidas s&o frequentemente
utilizadas para melhorar a eficacia e reduzir o custo do tratamento contra insetos-
praga, resultando em toxicidade combinada (BACCHETTA et al., 2014). O uso de
piretroides em combinagdo com neonicotinoides € comum na agricultura (REGAN et
al., 2017). Entre as misturas utilizadas atualmente em todo o mundo esta a
combinagao do piretroide A-cialotrina (LC) com o neonicotinoide imidacloprido (IMI)
(WANG et al.,, 2015). A presenca de misturas complexas e seus efeitos sobre o
ambiente aquatico ainda é um desafio em estudos ecotoxicoldgicos, existindo poucos
estudos sobre seus impactos no meio ambiente.

Como resultado do uso extensivo, esses inseticidas sdo encontrados
em diversos compartimentos ambientais e levam a contaminacdo de recursos
hidricos, como consequéncia principalmente da deriva de pulverizag&o, da lixiviagao
e do escoamento superficial apds aplicagdo (GIDDINGS et al., 2019; BIJLSMA et al.,
2021). A LC ja foi encontrada no sedimento (0,42 a 60 ug kg™') e em aguas superficiais
(0,02 a 0,046 pg L") proximo a areas agricolas com produgéo de soja e cacau (HUNT
et al., 2016; AFFUM et al., 2018). Nas ultimas décadas, foi observado um aumento na
utilizagdo desses produtos devido a proibicdo e a aplicagao restrita de agrotoxicos
organoclorados e organofosforados (DEANOVIC et al., 2018). Por sua vez, o IMI ja foi
detectado em concentragdes mais elevadas no sedimento (70 a 78 ug kg') e em
aguas superficiais (0,00164 a 320 ug L) de areas influenciadas por atividades
agricolas (VAN DIJK et al., 2013; SHUKLA et al., 2017). No Brasil, o IMI foi o 12°
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ingrediente ativo mais vendido durante o ano de 2021, com mais de 9 mil toneladas
vendidas (IBAMA, 2022). Ja, a LC foi o 30°, com mais de 3,800 mil toneladas de
ingredientes ativos vendidos em 2021 (IBAMA, 2022).

Devido a frequente contaminacdo dos ambientes aquaticos por esses
produtos, o uso de biomarcadores é de extrema importadncia em estudos
ecotoxicoldgicos para a avaliagao dos efeitos resultantes da exposicao a inseticidas.
A andlise de diversos biomarcadores considerando-se diferentes niveis de
organizagdo biologica deve ser cada vez mais incorporada em estudos de
monitoramento aquatico, principalmente em peixes (JANZ, 2013). Os peixes
constituem um grupo de grande importancia para a avaliagdo da toxicidade e efeitos
de contaminantes, pois estdo em contato direto com esses produtos na agua. Uma
espécie que vem sendo muito utilizada em estudos genéticos é o peixe-zebra (Danio
rerio), devido ao ciclo reprodutivo curto e a alta capacidade de reproducgéo (PEl;
STRAUSS, 2013). Além de estudos genéticos, esse animal ja € um sistema modelo
bem estabelecido em diferentes areas de pesquisa, como biologia do
desenvolvimento, ecotoxicologia, nanotecnologia, biologia da evolugéo, entre outras
(CANEDO et al., 2022).

Estudos ja mostraram que LC e IMI sao toéxicos para o D. rerio, em
diferentes fases de desenvolvimento, como demonstrado pelos valores de
concentracao letal média (CLs0-96h). A CLso-96n do inseticida LC varia de 110 — 180
ug L' para a fase embriolarval (SHEN et al., 2020) e 1,94 a 7,55 ug L' para a fase
adulta (WANG et al., 2007; HE, et al., 2008). Ja para o inseticida IMI, a CLso-96h € de
121600 — 128900 pg L' para fase embriolarval (WU et al., 2018) e 241000 pg L' para
a fase adulta (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015). Entretanto, faltam estudos
sobre os efeitos subletais desses inseticidas, tanto isolados como em combinacao,
em peixes neotropicais, visto que um composto pode afetar a desintoxicacéo
metabdlica de outro, podendo assim, interferir em sua toxicidade (KHAN et al., 2013;
FAI; KINFACK; TOWA, 2017).

Com base no exposto, este trabalho busca compreender os efeitos
dos inseticidas LC e IMI e, isolados e em mistura, em concentra¢gées ambientalmente
relevantes e abaixo da CLso, em multiplos biomarcadores, na fase embriolarval e
adulta de D. rerio. Deste modo, busca-se propor parametros biol6gicos que possam

contribuir para o monitoramento ambiental de areas contaminadas por inseticidas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINAGAO AQUATICA POR INSETICIDAS

A agricultura atual do Brasil baseia-se no conceito de produtividade
maxima, com a utilizagao intensiva da terra e na aplicagdo constante de agrotoxicos.
Isso representa uma ameaca direta aos organismos aquaticos, visto que esses
produtos serdo inevitavelmente levados para corpos de agua, no qual podem se
acumular (DO AMARAL et al., 2018). A lei dos agrotéxicos (Lei n°® 7.802, de 11 de
julho 6 de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002), define
os agrotéxicos como produtos de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
designados ao uso nos setores de produgéo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, cuja funcao seja modificar a composi¢ao da flora ou da fauna, com
0 proposito de preserva-las da agao danosa de seres vivos considerados nocivos
(BRASIL, 1989, 2002).

Nos ultimos anos, o mercado brasileiro de agrotoxicos cresceu 190%,
superando os Estados Unidos. Atualmente, o Brasil € considerado o maior consumidor
de agrotdxicos do mundo, respondendo por aproximadamente 20% do total mundial
(ALBUQUERQUE et al., 2016; DO AMARAL et al., 2018). Em 2021, o consumo de
agrotoxicos e afins no Brasil ultrapassou mais de 720 mil toneladas no pais (IBAMA,
2022) (Fig. 1). Nesse cenario, destacam-se os inseticidas, que correspondem a 13%
do mercado brasileiro de agrotoxicos (IBAMA, 2022).

A crescente dependéncia global do uso de inseticidas tem originado
preocupacdes sobre os impactos na biodiversidade e no funcionamento do
ecossistema (VAN DER SLUIJS et al., 2015). A contaminag¢&o aquatica tornou-se uma
grande preocupacao ambiental, visto que o ambiente aquatico foi convertido em um
depdsito de varios contaminantes. Devido ao uso extensivo de inseticidas, muitos
organismos que habitam o ambiente aquatico estdo sendo expostos a concentragdes
diversas desses produtos (GUILHERME et al., 2014; VAN DER SLUIJS et al., 2015).
Como resultado, a contaminag&o por residuos de agrotoxicos tornou-se uma questao
de crescente preocupacao devido a alta persisténcia e toxicidade de alguns produtos

em espécies nao-alvo (SILVA et al., 2019).
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Figura 1 — Consumo de agrotoxico e afins no Brasil (2008-2021).
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Fonte: IBAMA (2022).

Os inseticidas podem ser transportados para ambientes aquaticos
principalmente pela deriva de pulverizagdo transportada por correntes aéreas, pela
erosao, escoamento ou lixiviagao do solo, que sao rotas iminentes de contaminagao
dos ecossistemas aquaticos. Deste modo, uma vez aplicado, esses produtos podem
ser degradados ou dissipados (SOLOMON et al., 2013) (Fig. 2).

Figura 2 — Vias de dissipagao de agrotéxicos em aguas superficiais.

—>Deriva por pulverizagao

Lixiviagao

Fonte: modificado e adaptado de SOLOMON et al. (2013).
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2.2 INSETICIDAS PIRETROIDES — A-CIALOTRINA (LC)

Os piretroides sao uma classe de inseticidas sintéticos muito utilizada
na agricultura ha mais de 35 anos, principalmente no controle de pragas (DEANOVIC
et al., 2018). Estes produtos sdo semelhantes as piretrinas, que sao ésteres naturais
encontrados nas flores da planta de crisantemo, Tanacetum cinerariifolium
(GIDDINGS et al., 2019; LU et al., 2019).

Nas ultimas décadas, foi observado um aumento na utilizagdo desses
produtos devido a proibicdo e a aplicagao restrita de agrotdxicos organoclorados e
organofosforados (DEANOVIC et al., 2018). Posteriormente, seguiu-se um aumento
nas detecgcbes de piretroides em ambientes aquaticos em todo o mundo, em
concentragdes potencialmente toxicas para os organismos, dentre eles a A-cialotrina

(AWOYEMI et al., 2019) (Quadro 1).

Quadro 1 — Concentragbes do inseticida A-cialotrina no sedimento e em aguas

superficiais em diferentes locais.

Concentragao Local Pais Localizagao Referéncia
19,7 — 60 ug kg™’ Sedimento Brasil Rio Cuiaba Possavatz et al.,2014
0,035 -0,046 ug L' | Aguas superficiais Grécia Lago Vistonis Papadakis et al., 2015
0,42 — 6,09 ug kg™ Sedimento Argentina Rio Arrecifes Hunt et al., 2016
1,32 ug kg™ Sedimento Brasil Rio Sao Francisco Hunt et al., 2016
1,22 — 16,57 ug kg™ Sedimento Paraguai Rio Pirapé Hunt et al., 2016
0,02 ug L™ Aguas superficiais Gana Rio Ankobra Affum et al., 2018
1,75-50,92 ug L' | Aguas superficiais | México Ri%’?‘%i?iua"a' ROdri%T_?zz'?gzl""ar et

Fonte: o préprio autor.

Os piretroides podem entrar no ambiente aquatico por meio da deriva

de pulverizagao e escoamento superficial apos sua aplicacao (GIDDINGS et al., 2019)
e, portanto, podem estar presentes em concentragdes toxicas em aguas superficiais
proximas a areas agricolas em todo mundo (DEANOVIC et al., 2018). Por serem
neurotoxicos potentes, esses produtos podem desencadear multiplas vias de
toxicidade em organismos nao-alvo, como por exemplo, em crustaceos, insetos,
peixes, moluscos e plantas aquaticas (AWOYEMI et al., 2019; GIDDINGS et al., 2019).

Existem dois grupos de piretroides, denominados Tipo | e Tipo Il.
Quimicamente os piretroides do Tipo Il distinguem-se do Tipo | pela presenga de um

grupo a-ciano na sua estrutura (HE et al., 2008). Em comparagao com os piretroides
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do Tipo | que exercem a sua neurotoxicidade principalmente por meio da interferéncia
com a fungao dos canais de sédio no sistema nervoso central, os piretroides do Tipo
II, também podem afetar os canais de cloreto e calcio (BURR; RAY, 2004). Eles se
ligam a estes canais e impedem que eles se fechem normalmente, o que resulta em
uma estimulagdo nervosa continua pelo influxo continuo de ions. Assim, os
organismos intoxicados perdem o controle de seu sistema nervoso e sao incapazes
de produzir um movimento coordenado (HE et al., 2008; PALMQUIST; SALATAS;
FAIRBROTHER, 2012).

Um dos inseticidas piretroides do Tipo Il mais amplamente utilizados
€ a A-cialotrina (LC): (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R,3R)-3-[(Z)-2-cloro-3,3,3-
trifluoropropenil]-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato e a (R)-a-ciano-3-fenoxibenzil-
(1S,3S3)-3-[(Z)-2-cloro-3,3,3-trifluoropropenil]-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato  (Fig.
3), que geralmente é usado em diferentes tipos de culturas para controlar uma ampla
gama de insetos praga, tais como, percevejos, lagartas, moscas e pulgdes (HE et al.,
2008; GUEDEGBA et al., 2019).

Devido a natureza lipofilica dos piretroides, as membranas bioldgicas
e tecidos dos organismos alvos podem facilmente absorvé-los. Diante disso, o
inseticida A-cialotrina penetra na cuticula do inseto, interrompendo a condugao
nervosa em minutos, o que leva a cessagcdo da alimentagédo, perda de controle

muscular, paralisia e morte eventualmente (HE et al., 2008).

Figura 3 — Estrutura quimica dos dois isbmeros da A-cialotrina.

H H

FSC\ c\)\ (S)-alcohol(Z)-(1R)-cis-acid ) CH, (R)-alcohol (2)-(1S) - is-acid
——N
C=CH , C—O ,C—-" L T c—O0,  ,H
/ 3 . C=CH CH, ¢~ . N/
cl e / g C
i w FaC N:C/ (
o

Fonte: HE et al. (2008).

Como a A-cialotrina € comumente aplicada em campos de arroz para
controlar insetos, a possivel contaminagdo de agua e sedimentos pode levar a
toxicidade em organismos aquaticos. Estudos ja mostraram que este inseticida é
altamente téxico para diferentes organismos aquaticos, como demonstrado pelos

valores de concentragdo letal média CLso - 96 h: 0,36 ug L' para a Daphnia magna;
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0,008 ug L' para a carpa Cypronodum variegatus; 0,21 ug L' para o “bluegill” Lepomis
macrochirus e 0,24 ug L' para a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss e 1,94 — 7,55 ug
L' para o Danio rerio adulto (WANG et al., 2007; HE, et al., 2008) e para a fase
embriolarval de D. rerio varia de 110 — 180 ug L' (SHEN et al., 2020).

2.3 INSETICIDAS NEONICOTINOIDES — IMIDACLOPRIDO (IMI)

Os neonicotinoides (abreviados como "neonics") sdo um grupo de
inseticidas derivados da nicotina (Y| et al., 2019). Esses inseticidas sao utilizados em
diversas culturas, pois possuem uma alta eficacia contra um amplo espectro de
insetos (BEBANE et al., 2019). A esta classe corresponde pelo menos sete compostos
principais com uma participagao de mercado de mais de 25% do inseticida global que
€ utilizado nas culturas (BASS et al., 2015). Além disso, os neonicotinoides sao
considerados potenciais produtos de substituicio para os inseticidas
organofosforados e carbamatos, e espera-se que seu uso aumente globalmente
(JESCHKE et al., 2011).

Inseticidas neonicotinoides atuam sistemicamente, o que significa que
sao absorvidos pela planta e transportados para todos os tecidos onde permanecem
ativos por muitas semanas ou meses, protegendo todas as partes da cultura, sendo
aplicados principalmente nas sementes (BEBANE et al., 2019; GOULSON, 2013). O
potencial de lixiviagdo em aguas subterraneas € uma das principais preocupagdes em
torno do uso extensivo de neonicotinoides em campos agricolas, especialmente
aqueles préximos a corpos d’agua (ANDERSON; DUBETZ; PALACE, 2015). Alguns
estudos ja caracterizaram a probabilidade dos neonicotinoides serem encontrados nas
camadas dos solos, aguas superficiais e subterrdneas como resultado da deriva de
pulverizacao, lixiviagdo ou escoamento, dentre eles o imidacloprido (ANDERSON;
DUBETZ; PALACE, 2015; TISLER et al., 2009) (Quadro 2).

Os neonicotinoides sao agonistas nicotinicos que agem interferindo a
transmissao neural no sistema nervoso central dos organismos alvos. Eles se ligam
aos receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR) no neurdnio pés-sinaptico, atuando
como "falsos neurotransmissores". Esta interferéncia com a sinalizagdo de
neurotransmissores de acetilcolina provoca a ativagao continua do receptor, levando
a sintomas de neurotoxicidade, podendo causar estimulagdes nervosas em baixas

concentragdes, bloqueio do receptor, paralisia, além de morte em concentracées mais
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elevadas (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015; GOULSON, 2013; VAN DER

SLUIJS et al., 2015).

Quadro 2 — Concentragdes do inseticida imidacloprido no sedimento e em aguas

superficiais em diferentes locais.

Concentragao Local Pais Localizagao Referéncia
0,38 — 2,19 g L Sug‘gr‘;iacisais Brasii | Moropacia (‘30 AITOIO | B toluzzi et al., 2005
0,67 — 3,65 g L Susg#%sais EUS:;‘(SOOSS Lino Creek Becker et al., 2009

320 pg L' Sug‘gr‘;iacisais Holanda | Noordwijkerhout Van Dijk et al., 2013

107 = 123 pg L Aguas Brasil Microcabia do Rocha et al., 2015

superficiais Tijunqueiro B
70 — 78 pg kg-! Sedimento Brasil M}jﬂj’ﬁjﬁ;ﬁ‘rﬁ" Rocha et al., 2015
0,0016 — 0,014 g L Susgfﬁiisais Espanha Rio Ebro Shukla et al., 2017
0,02 — 0,04 pg L Sug‘gr‘;ﬂfais Brasil ReSG”’ﬁZg‘I’ Passo | b, Amaral et al., 2018
p Aguas . Rio Dourados e .
0,031 ug L superficiais Brasil Brilhantes Sposito et al., 2018

Fonte: o préprio autor.

Um dos inseticidas neonicotinoides mais amplamente utilizado e

eficaz é o imidacloprido (IMI) (1-(6-cloro-3-piridinilmetil)-Nnitro-2-imidazolidinimina)
(FIORENZA et al., 2020) (Fig. 4). O IMI foi um dos primeiros neonicotinoides langados
e se tornou um dos principais produtos utilizados no controle de pragas em campos
agricolas (SHARMA; BASU, 2020). No Brasil, esse inseticida foi o nono ingrediente

ativo mais vendido durante o ano de 2020, com aproximadamente 9,4 mil toneladas

de compostos vendidos (IBAMA, 2022). O uso desse produto para o controle de

pragas terrestres poderia potencialmente resultar em transporte nao intencional para

habitats aquaticos por meio de contaminacdo por derramamento, pulverizacao

atmosférica, deposi¢cdo, erosdo do solo ou escoamento (ANDERSON; DUBETZ;

PALACE, 2015; TISLER et al., 2009).

Figura 4 — Estrutura quimica do imidacloprido

N

Fonte: FIORENZA et al. (2020).

27




Capitulo |

O IMI possui elevada solubilidade em agua e seus valores de CLso
variam de 83000 ug L' para adultos de O. mykiss até 241000 ug L' para adultos de
D. rerio (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU 2015). Ja para a fase embriolarval de D.
rerio este valor varia de 121600 — 128900 ug L' (WU et al., 2018).

Embora a autorizagdo para comercializagdo desses inseticidas
sistémicos tenha sido submetida a avaliagbes de risco ecoldogico de rotina, a
regulamentagdo que administra esses produtos n&o avaliou os riscos ecologicos
individuais e conjuntos resultantes de sua utilizagao generalizada (VAN DER SLUIJS
et al., 2015). Poucos estudos focam o destino e os efeitos destes produtos no
ambiente aquatico. Portanto, ha uma necessidade de melhor compreensao sobre os
efeitos potenciais dos inseticidas neonicotinoides em organismos aquaticos
(ANDERSON; DUBETZ; PALACE, 2015) de modo a se definir as concentragdes
passiveis de causar danos aos organismos mais sensiveis e assegurar a protecao
dessas espécies (ANDERSON; DUBETZ; PALACE, 2015).

2.4 INTERACAO ENTRE CONTAMINANTES

As misturas de agrotoxicos sdo constantemente utilizadas para
melhorar a eficacia e reduzir o custo do controle de organismos indesejaveis.
Entretanto, essas combinagdes podem resultar em efeitos interativos a diversos
organismos nao-alvo que habitam locais proximos a areas agricolas (BACCHETTA et
al., 2014; METER et al., 2019). Compostos quimicos que muitas vezes possuem
diferentes modos de agao podem interferir na metabolizacdo um do outro, fazendo
com que suas combinagdes promovam um aumento na toxicidade para os organismos
(KHAN et al., 2013; FAI; KINFACK; TOWA, 2017).

As combinagcbes de compostos podem ocasionar diversos efeitos
interativos, tais como: i) efeitos aditivos, que sdo caracterizados pela soma dos efeitos
de cada agente de forma isolada; ii) efeitos sinérgicos, que ocorrem quando os efeitos
combinados de dois produtos quimicos sdo maiores do que a soma dos efeitos de
cada contaminante isolado; iii) efeitos antagbnicos, que sao definidos quando duas
substancias administradas em conjunto interferem uma com a outra, diminuindo, desta
forma, a toxicidade de uma ou ambas as substancias (KLAASSEN; WATKINS, 2012;
NIKINMAA, 2014).
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A aplicagdo conjunta de neonicotinoides e piretroides sdo comuns na
agricultura e reprimem os insetos-alvo efetivamente (REGAN et al., 2017; XIA et al.,
2016). Alguns agrotoxicos comercializados no Brasil possuem ambos os inseticidas
no mesmo produto, como por exemplo, Engeo Pleno (14,1% i.a. tiametoxam + 10,6%
i.a. A-cialotrina), Connect (10% i.a. imidacloprido + 1,25 % i.a. beta-ciflutrina) e Galil
SC (25% i.a. imidacloprido + 5% i.a. bifentrina). Além disso, uma pesquisa envolvendo
agricultores do norte do Parana relatou a utilizagao desses inseticidas em combinagao
na agricultura local (VIEIRA et al., 2014).

Dentre as misturas que tém sido comumente utilizadas na pratica
contra uma variedade de pragas em todo o mundo devido a sua eficacia, estdo os
inseticidas A-cialotrina e IMI (WANG et al., 2015). Porém, a investigagao sobre os
efeitos de misturas envolvendo esses inseticidas e seus efeitos em peixes sdo ainda
bastante escassos. Neste cenario, seria necessario desenvolver ferramentas e
implementar regulamentagdes que caracterizassem o0s riscos proporcionados por
estes produtos e seus metabdlitos, além de suas misturas. Além disso, ndo ha
profissionais suficientes e laboratérios capazes de analisar baixas concentragdes de
contaminantes na agua, solos e sedimentos (FURLEY et al., 2018). Neste contexto,
Furley et al. (2018) destacaram ser necessario desenvolver ferramentas e
implementar regulamentagdes que caracterizem os riscos do uso simultaneo de no

minimo 2 ou 3 mais agrotéxicos.

2.5 BIOMARCADORES DE CONTAMINAGAO AQUATICA

A utilizagao de biomarcadores desempenha um papel importante em
estudos ecotoxicologicos e a avaliagdo destas ferramentas em diferentes niveis de
organizagdo biolégica deve ser cada vez mais incorporada em estudos de
monitoramento aquatico, com um grande foco no desenvolvimento de biomarcadores
nos niveis molecular e celular de organizagdo biolégica (JANZ, 2013). Os
biomarcadores s&o definidos como variagbes induzidas por agentes toxicos em
componentes moleculares ou celulares, processos, estruturas e fungdes,
determinaveis em um sistema biolégico ou em amostras (DEPLEDGE; AAGAARD;
GYORKOS, 1995). Os efeitos dos contaminantes para os organismos aquaticos
podem ser avaliados em diversos niveis de organizagao bioldgica, como evidenciado

na Figura 5. Uma variedade de biomarcadores relacionados a exposicdo a
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contaminantes tem sido proposta para avaliar a saude dos peixes (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003) como, por exemplo, biomarcadores bioquimicos,
genotodxicos, metabdlicos, hematoldgicos, histopatoldgicos, entre outros.

Os biomarcadores sao sinais sensiveis de biodisponibilidade de
contaminantes e respostas bioldgicas precoces, fornecendo assim, informagdes sobre
os efeitos bioldgicos de contaminantes ao contrario de uma simples quantificacéo de
seus niveis ambientais. Desta maneira, eles podem fornecer uma visdo sobre os
potenciais mecanismos de efeito dos compostos (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). Além disso, o estagio de desenvolvimento de um animal

também pode afetar sua tolerancia a exposicao a agrotoxicos (HANAZATO, 2001).

Figura 5 — Esquema simplificado que ilustra os potenciais impactos da exposi¢ao a

contaminantes em niveis sucessivos de organizagao bioldgica.
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Fonte: Modificado de GALLOWAY; COLE; LEWIS (2017).

2.5.1 Danos No DNA

Uma grande preocupacéao a respeito da contaminagao ambiental € o
efeito dos contaminantes no material genético. Diante disso, muitos estudos visam

avaliar os danos ao DNA para desenvolver biomarcadores ambientais (COSTA et al.,
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2018). Como a integridade do DNA ¢é essencial para a conservagao da biodiversidade
e uma vez que os danos ao DNA podem ser transmitidos para a proxima geragao de
células do individuo, os biomarcadores de efeitos genotdxicos séo relevantes do ponto
de vista ecolégico (COSSU-LEGUILLE; VASSEUR, 2013). Além disso, séo
importantes para a avaliagado dos riscos ambientais e existem muitos relatérios sobre
os estudos que ligam os danos do DNA a subsequente alteragdo molecular, celular e
tecidual dos organismos aquaticos (OHE; WATANABE; WAKABAYASHI, 2004). Os
contaminantes podem causar diversos efeitos genotéxicos no material genético, como
por exemplo, alteragcbes nos mecanismos de reparo do DNA; mutacdes de ponto;
aumento na formacgado de adutos de DNA; fragmentacdo do DNA e até mesmo a
formacgao de micronucleos (NIKINMAA, 2014) (Fig. 6).

Figura 6 — Principais efeitos dos contaminantes no material genético.
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Fonte: adaptado de NIKINMAA (2014).

Além disso, fatores de estresse ambiental, como a exposicido a
contaminantes ou fatores abidticos também podem ter efeitos epigenéticos
(principalmente metilacdo do DNA), conforme descrito para muitas espécies
ecologicamente relevantes (algas, plantas, varios invertebrados e peixes)
(VANDEGEHUCHTE; JANSSEN, 2014). Um exemplo é a influéncia da temperatura

ambiental afetando a epigenética em um estudo com o peixe Dicentrarchus labrax
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(popularmente chamado de robalo) (NAVARRO-MARTIN et al., 2011). Nesses
animais, a temperatura durante o estagio embriolarval pode modificar as proporgoes
sexuais da populacdo (NAVARRO-MARTIN et al., 2011).

As quebras nas ligacbes da molécula de DNA sdo lesbes pré-
mutagénicas e sdo biomarcadores sensiveis de danos genotdxicos. A técnica mais
usualmente utilizada para detecgao dessas quebras € o ensaio cometa alcalino, pois
ela permite a visualizagédo eficiente dos danos no DNA em células individuais,
podendo ser aplicada tanto em ensaios in vivo em diferentes érgédos quanto in vitro
(OHE; WATANABE; WAKABAYASHI, 2004; CEMELI; BAUMGARTNER;
ANDERSON, 2009; ALVIM; MARTINEZ, 2019). Esta técnica tem sido amplamente
utilizada para avaliagdo de possiveis danos causados por contaminantes ambientais.
Os danos no DNA podem ser classificados, considerando-se o tamanho da cauda do
cometa, em 4 classes: classe 0 = sem danos aparentes; classe 1 = cauda curta menor
que o didmetro do nucleo; classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma
ou duas vezes o diametro do nucleo; classe 3 = comprimento da cauda maior que 0
dobro do didmetro do nucleo (AIVIM; MARTINEZ, 2019) (Fig. 7).

Figura 7 — Classes de danos no DNA

classe 0 classe 1
Fonte: o préprio autor.

Outro biomarcador de danos no DNA bastante utilizado em peixes é
a frequéncia de micronucleos (MN) (Fig. 6 e 8). A avaliagdo de micronucleos permite
detectar as propriedades mutagénicas de compostos presentes no meio aquatico
(UDROIU, 2006). Além disso, MN sao facilmente visualizados em eritrocitos de peixes
e sao fortes indicativos para mensuracao de aberragdes cromossémicas (CAMPANA
et al., 2003).

A formacédo de MN ocorre durante o processo de divisdo celular,
particularmente na anafase, quando as cromatides e os fragmentos cromossémicos
acéntricos nao sao transportados pelas fibras do fuso para os polos opostos, enquanto
os fragmentos com centrébmero s&o. Apos a teldfase, os cromossomos sem danos s&o

inseridos no nucleo de cada uma das células filhas. No entanto, poucos elementos,
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geralmente muito pequenos, nao sao inseridos nos nucleos formados e continuam no
citoplasma, constituindo as estruturas caracterizadas como MN (SCHMID, 1975).
Além da frequéncia de micronucleos (MN), a ocorréncia de outras
alteragdes eritrociticas nucleares (AENs) também é considerada como um indicador
de danos mutagénicos. Essas alteragdes foram descritas primeiramente em eritrocitos
de peixes por Carrasco; Tilbury; Myers (1990) e foram classificadas em: 1) nucleo
segmentado; 2) nucleo lobulado; 3) nucleo entalhado; e posteriormente houve a
identificacdo da presenga de células binucleadas. Na figura 8 podemos observar as

AENs mais comuns encontradas em peixes.

Figura 8 — Representacdo das AENs mais comuns encontradas em peixes.
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Fonte: Adaptado de CARROLA et. al. (2014).

Além destas, no peixe D. rerio foram reportados outros tipos de AENs
induzidas por contaminantes tradicionais e emergentes, podendo ser visualizadas na
cultura celular de hepatocitos, embrides, larvas, juvenis e adultos desse animal
(CANEDO et al., 2021). De acordo com Canedo et al. (2021), 62 artigos foram
publicados utilizando o D. rerio como sistema modelo para a avaliagdo da frequéncia
de MN e outras alteracgdes eritrociticas induzidas por diferentes contaminantes.

Essas alteragbes foram identificadas como: 1) nucleos bilobados; 2)
pontes; 3) brotos; 4) caridlise; 5) micrdcitos; 6) constricdo nuclear; 7) vacuolo nuclear;
8) célula trinucleada; 9) nucleo deslocado; 10) célula multinucleada e 11) nucleo
entalhado (Fig. 9).
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Figura 9 — Esquema representativo das AENs em D. rerio.
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Fonte: modificado de CANEDO et al. (2021).

Existem algumas explicagbes a respeito da origem destas AENS,
sendo a mais aceita a sugerida por Shimizu et al. (1998), no qual descreve que ao ser
detectada uma regido com dano € iniciado um processo de reparo e eliminagao da
cromatina. Esta regido € movida para a periferia do nucleo e eliminada por exocitose,
e antes que este processo seja concluido, a membrana nuclear naturalmente
apresenta algumas imperfei¢cdes, as quais caracterizam as AENs. Outra explicagédo
para a formacdo de AENs estaria relacionada com o estresse oxidativo, devido ao
aumento da permeabilidade da membrana nuclear como resultado da LPO, tornando
0 nucleo mais susceptivel a alteragdes de contaminantes (SERIANI et al., 2011).

Além disso, a acdo de agrotéxicos e de seus metabdlitos, podem
causar quebras no material genético e induzir a apoptose (PEITSCH; MANNHERZ;
TSCHOPP, 1994). Neste processo ocorre a fragmentagao da cromatina, formando
pequenas massas rodeadas na membrana nuclear. Além do mais, em alguns casos,
a toxicidade desses contaminantes pode ser tdo severa que compromete a formacéao
de ATP ou ainda impede que os fagécitos removam todas as células mortas, ndo

completando o processo apoptético, originando entdo, essas AENs (ZAKERI;
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LOCKSHIN, 2002). Essas alteragbes podem complementar a analise de MN em
pesquisas genotoxicas de rotina (CAVAS; KONEN, 2007). De modo geral, os
biomarcadores de danos no DNA sao ferramentas valiosas para avaliar os efeitos da

exposigao aguda de organismos aquaticos as substancias genotoxicas.
2.5.2 Reparo Do Material Genético

A expressao de genes representa o primeiro nivel de integragao entre
fatores ambientais e 0 genoma (GALLOWAY; COLE; LEWIS, 2017). Assim, a analise
de alteragdes da expresséo génica € uma ferramenta importante para diagnosticar os
principais fatores de estresse em populagdes e analisar os mecanismos de respostas
correspondentes (COSSU-LEGUILLE; VASSEUR, 2013). O método mais dindmico
para avaliagdo da expressao génica por meio da quantificagdo de mRNA é a RT-gPCR
(transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa),
considerada muito eficaz (VELDHOEN; IKONOMOU; HELBING, 2012). Dentre os
genes comumente estudados em peixes estdo os relacionados ao reparo do material
genético (SHI et al., 2011; LING et al., 2017; ARCANJO et al., 2018).

O reparo do DNA ¢ a principal linha de defesa dos organismos contra
substancias genotoxicas (KIENZLER et al.,, 2013). Os danos n&o reparados no
material genético ou mecanismos ineficientes de reparo podem prejudicar a
capacidade de transmissao de informagdes genéticas para as proximas geragdes ou
até mesmo a sobrevivéncia do organismo (COSTA et al., 2018). Entre os diferentes
sistemas de reparo do DNA, o reparo por excisdo de bases (BER) se destaca, pois
atua principalmente sobre danos como alquilagdo, oxidagcdo de bases e quebras de
fitas simples que podem ser provocados por contaminantes genotoxicos (COSTA et
al., 2018). Neste mecanismo, uma base alterada por contaminantes € primeiro retirada
e entado o nucleotideo inteiro é substituido. A excisdo dessas bases é catalisada por
um conjunto de enzimas chamado de DNA glicosilases, no qual cada enzima
reconhece e remove um tipo especifico de base modificada. Apos a base ser
removida, uma enzima chamada AP (apurinica ou apirimidinica) endonuclease corta
a ligacao fosfodiéster e outras enzimas removem o agucar desoxirribose. Na
sequéncia, a DNA polimerase adiciona o novo nucleotideo, que é ligado a fita pela
DNA ligase, fazendo com que a sequéncia original seja restaurada (COSTA et al.,

2018) (Fig. 10). A guanina é a base mais vulneravel a oxidagao devido ao seu baixo
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potencial redox. A lesdo de base 8-oxoguanina € reparada pela via BER e iniciada
pela 8-oxoguanina DNA glicosilase (0ogg1), podendo ser avaliada pela expressao do
gene ogg1 (WANG et al., 2018).

Um melhor conhecimento da capacidade de reparo do material
genético em peixes pode ajudar a interpretar os dados de genotoxicidade e auxiliar na
escolha das espécies-alvo e estagios de desenvolvimento a receberem atencéao, tanto
para estudos de biomonitoramento ambiental quanto para testes de reparo de DNA
(KIENZLER et al., 2013).

Figura 10 — Esquema representativo do processo de reparo por excisao de base
(BER).
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Fonte: Adaptado de KHAN ACADEMY (2019).
2.5.3 Biomarcadores Bioquimicos

Os biomarcadores bioquimicos apresentam boa sensibilidade, relativa
especificidade e baixo custo de analise (SCHLENK, 2008). Os xenobidticos podem
ser transformados através de mecanismos celulares em metabdlitos menos toxicos.
O figado ou o6rgado equivalente, possuem atividade elevada de enzimas de
desintoxicagao responsaveis pela biotransformagdo de xenobidticos (NIKINMAA,
2014). A biotransformacdo de produtos quimicos geralmente € um processo

enzimatico que envolve duas fases, no qual moléculas lipofilicas (ex: contaminantes
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organicos) nao polares sao transformadas em compostos polares hidrofilicos
excretaveis (Fig. 11) (NIKINMAA, 2014). Entretanto, nem sempre ocorre a diminuigao
da sua toxicidade, podendo o metabdlito ser ainda mais téxico que o produto original
(VAN DER OOST et al., 2003).

Na fase | de biotransformacgao, os compostos tornam-se mais polares,
sendo catalisados pelas enzimas pertencentes a familia do citocromo P450 (CYP
450), proteinas localizadas no reticulo endoplasmatico que estdo envolvidas no
transporte de elétrons (NIKINMAA, 2014). Exemplos de xenobidticos que sé&o
biotransformados nesta fase sdo alguns agrotoxicos (COSSU-LEGUILLE; VASSEUR,
2013; JANZ, 2013). Em estudos envolvendo peixes, a familia de citocromo P450 mais
estudada é a CYP1A, sendo a enzima 7-etoxiresorufina o-deetilase (EROD) muito
utilizada para mensurar a atividade da CYP1A (KARAMI et al., 2011).

Na fase Il ocorre a conjugacdo dos contaminantes, sejam
provenientes da fase | (metabdlitos) ou ndo, com moléculas endégenas presentes nas
células (ex: GSH), tornando os produtos mais excretaveis (NIKINMAA, 2014; GLISIC
et al., 2015). As Glutationa-S-transferases (GSTs) sdo uma das principais enzimas
que mediam a fase Il da biotransformacao (GLISIC et al., 2015). Além disso, algumas
isoformas das GSTs sdo componentes integrais da defesa antioxidante. O papel delas
GSTs na defesa antioxidante em animais aquaticos pode ser mais importante do que
nos terrestres (NIKINMAA, 2014).

Figura 11 — Os principios de biotransformag¢ao de contaminantes organicos.
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Fonte: modificado de NIKINMAA (2014).
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Muitos efeitos bioquimicos tém sido associados com o aumento do
fluxo de espécies reativas de oxigénio (ERO), provenientes do processo de
biotransformagédo ou do metabolismo dos organismos. Enzimas como a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPx) desempenham papel
importante na eliminacdo de ERO produzidas durante a biotransformacdo de
contaminantes e a indugao do sistema SOD / CAT pode ser o primeiro mecanismo de
defesa contra ERO (LUSHCHAK, 2016; IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

A SOD ¢é a primeira enzima de desintoxicagao e o antioxidante mais
poderoso da célula. Ela é responsavel por dismutar o anion superéxido (*O2) em
peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2), e, consequentemente,
diminuindo a agao oxidativa do anion inicial no interior da célula (JEEVA et al., 2015;
IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A CAT é uma enzima antioxidante comum presente
em quase todos os tecidos vivos que utilizam oxigénio. Ela é responsavel por catalisar
a decomposigao direta do H202em agua e oxigénio molecular, principalmente quando
a concentracdo de perdxido € alta (JEEVA et al., 2015; IGHODARO; AKINLOYE,
2018). J4 a GPx € uma enzima que também quebra o perdxido de hidrogénio em agua,
cuja importancia na remogéao do peréxido de hidrogénio aumenta com uma diminui¢gao
na concentragéo inicial do perdxido de hidrogénio (JEEVA et al., 2015; IGHODARO;
AKINLOYE, 2018). Além dessas enzimas, a glutationa reduzida (GSH) é
frequentemente medida para indicar o estado redox dos organismos. Além de ser
importante na regulagéo redox, a GSH pode ser conjugada aos xenobidticos durante
a fase Il de biotransformagéo, nas reagdes catalisadas pela GST (NIKINMAA, 2014).

O oxigénio é fundamental a vida e ao mesmo tempo pode ser téxico
devido a formacao de radicais livres. A producao de ERO é um fendmeno natural,
desencadeado por diversos fatores externos. Deste modo, o estresse oxidativo é
caracterizado quando ocorre o desequilibrio entre as defesas antioxidantes das
células e a produgao de ERO em excesso (BHAGAT; INGOLE; SINGH, 2016).

O estresse oxidativo provocado pelo aumento de ERO pode: a) afetar
a sinalizagao celular; b) causar efeitos no DNA, aumentando a formagao de adutos de
DNA, que podem exceder a capacidade de reparo celular e resultar no aumento da
taxa de mutagdes; c) afetar a estrutura tridimensional das proteinas, alterando a
atividade dessas proteinas; d) influenciar os lipideos, causando, por exemplo,
lipoperoxidagao (LPO), ou seja, alteracbes na permeabilidade das membranas
celulares (NIKINMAA, 2014) (Fig. 12).
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Figura 12 — Principais efeitos do estresse oxidativo.
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Fonte: modificado de NIKINMAA (2014).

A LPO consiste em uma reagado em cadeia, na qual um excesso de
ERO pode causar a quebra dos fosfolipidios insaturados de membrana, podendo
inativar receptores e enzimas de membrana, além de, aumentar a permeabilidade da
membrana ou até mesmo levar a célula a apoptose (LIVINGSTONE, 2001;
MANDUZIO et al., 2005).

Ja a carbonilagdo de proteinas (PCO), pode ser reversivel ou
irreversivel, dependendo do alvo e da forma de dano oxidativo (TRACHOOTHAM et
al., 2008). Devido a alta reatividade do radical hidroxil (OH"), ele exerce mais efeitos
nocivos a proteinas, enquanto o peroxido de hidrogénio (H202) e o anion superdxido
(02°) ficam mais limitados aos ataques de grupos facilmente oxidaveis, como os
grupamentos tiolicos. Todos os residuos de aminoacidos podem ser oxidados por
espécies reativas de oxigénio, sendo capaz também de sofrer agregagao e
fragmentacao, formando grupos carbonilas (VALKO et al., 2006; TRACHOOTHAM et
al., 2008).

A exposicdo a um composto quimico pode afetar a fungao do sistema
nervoso dos organismos, sendo que a maioria dos inseticidas tem como alvo a
transmissao sinaptica, especialmente nas jungdes neuromusculares (NIKINMAA,
2014). Uma das enzimas cuja atividade € comumente usada para a avaliagdo de
neurotoxicidade em peixes € a acetilcolinesterase (AChE). A AChE atua em varias

vias colinérgicas no sistema nervoso central e periférico, no final da transmiss&o do
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impulso nervoso, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido
acético (COLOVIC et al., 2013). Portanto, a inibicao ou inativagdo da AChE pode levar
ao acumulo de acetilcolina, hiperestimulagao de receptores colinérgicos e alteragdes
na neurotransmissdo, resultando em uma estimulagdo continua (COLOVIC et al.,
2013). Muitos contaminantes ambientais s&o excitotoxicos, ou seja, impedem o
retorno da célula pos-sinaptica ao estado de repouso (NIKINMAA, 2014) (Fig. 13).

A inibicdo da AChE tem sido relacionada a exposi¢céo a inseticidas
organofosforados e carbamatos (COLOVIC et al., 2013; NIKINMAA, 2014). Entretanto,
alguns estudos demonstram que as acetilcolinesterases podem ser sensiveis também
a outros tipos de contaminantes ambientais como metais e inseticidas piretroides
(SIMONATO et al., 2016; VIEIRA; MARTINEZ, 2018). A atividade a AChE tem sido
constantemente usada como biomarcador para a verificacdo dos efeitos primarios da
contaminagdo em diferentes organismos, incluindo peixes, e na avaliacdo da
qualidade das aguas (VIEIRA et al., 2016, 2017).

Figura 13 — Possiveis influéncias de contaminantes na sinapse.

“%2'3 - | (1)Organofosforados impedem a quebra de
° acetilcolina (Ach), inibindo a atividade da
@). © 2 "%’3 <l AChE, ou ainda, inseticidas neonicotinoides
o L 42‘ , % ":@ mimetizam a Ach e competem com ela;
o 0% €0 O _ .
N 009 f:@ (2)Piretroides e DDT tém como alvo os canais
N ;. — @ v =2 Na de sodio, retardando seu fechamento;
E = =g * %
i Yo |l (3)Dieldrin e lindano facilitam a excitagéo,
diminuindo o influxo de cloreto.

Fonte: adaptado de NIKINMAA (2014); GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU (2015).

2.6 DANIO RERIO: UM OTIMO MODELO DE VERTEBRADO

O peixe-zebra, Danio rerio (Hamilton 1822), € uma espécie pequena
de peixe tropical que € amplamente utilizada no aquarismo (CANEDO et al., 2022).
Esse animal é nativo da regido sudeste do Himalaia, incluindo india, Paquistéo,
Bangladesh, Nepal e Myanmar (SPENCE et al., 2008) (Fig. 14). Por ser encontrada
em uma ampla gama de habitats naturais com condi¢cbes ambientais altamente

variaveis, tornou-se essa espécie adequada para ser criada em laboratério (LARS;
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BEATA, 2022).

Figura 14 — Distribuicdo natural do D. rerio.
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Fonte: SPENCE et al., 2008

Na fase adulta esse peixe tem entre 2 e 4 cm de comprimento, com o
macho apresentando forma semelhante a um torpedo (Fig. 15 A) e a fémea, uma
barriga maior e caracteristicamente esbranquicada (Fig. 15 B). Além disso, ambos os
sexos tém listras azul-escuras em cada lado, intercaladas com listras douradas nos
machos ou prateadas nas fémeas (LARS; BEATA, 2022).

Figura 15 — Desenho representativo do D. rerio adulto.

(A) Machos (B) Fémeas

Fonte: adaptado de LARS; BEATA (2022). llustragées de BioRender.
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Esse animal tem sido muito utilizado em estudos genéticos,
principalmente por causa do ciclo reprodutivo curto e da alta capacidade de
reproducdo, indicando ser um modelo ideal para obter informacdes sobre mecanismos
de dano em biomoléculas, reparo do material genético, formagédo de MN e AENSs (PEl,;
STRAUSS, 2013; CANEDO et al., 2021). Além disso, 0 peixe-zebra ja possui seu
genoma totalmente sequenciado e depositado em um baco de dados (CANEDO;
ROCHA, 2021), o que facilita na criagdo de primers para a analise da expressao
génica. Como o genoma do peixe-zebra é altamente conservado com o dos humanos
(~ 70% ort6logo), é possivel recapitular os estados de doenga humana no peixe-zebra
(NIEDERRITER et al., 2013).

Além de estudos genéticos, esse peixe tem sido um 6timo sistema
modelo bem estabelecido em diferentes areas de pesquisa, como biologia do
desenvolvimento, ecotoxicologia, nanotecnologia, biologia da evolugdo, entre outras
(CANEDO et al., 2022) (Fig. 16).

Figura 16 — O uso do D. rerio em varias areas da pesquisa cientifica.
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Fonte: CANEDO et al. (2022).

O teledsteo D. rerio possui produgao de ovos em larga escala com
desenvolvimento rapido, seus embrides sao transparentes, o que permite a

observagéo da formacao de érgéos importantes nos primeiros dias ap6és a fertilizagao,
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além de serem de facil manuseio em condigdes de laboratério (DAVIS et al., 2014;
TORRE et al., 2022).

Os precursores de quase todos os 6rgaos sao formados durante a
somitogénese. Além disso, apos apenas 24 h pés-fertilizagdo (hpf), o embrido ja
possui uma rede axonal funcional (LARS; BEATA, 2022). Logo depois, o coragao
comecga a bater (aproximadamente 30 hpf) e a partir de aproximadamente 48 hpf o
peixe-zebra eclode (LARS; BEATA, 2022). Os estagios iniciais de desenvolvimento

do peixe-zebra podem ser observados na Figura 17.

Figura 17 — Estagios iniciais de desenvolvimento do D. rerio.

(A) uma célula (B) 64 celulas (C) 14 somitos (D) prim-6
(0,5 hpf) (2 hpf) (16 hpf) (25 hpf)
pmlied = primérdio da linha
lateral
-
glandula de
eclosdo

(E) protruding mouth - larva (72 hpf)

Fonte: adaptado de KIMMEL et al. (1995) e LARS; BEATA (2022). llustra¢des de BioRender.

A fase embriolarval deste animal é frequentemente utilizada para
determinar a toxicidade aguda de produtos quimicos (OECD, 2013). O teste Fish
Embryo Acute Toxicity (FET) é baseado em estudos e atividades de validagao
realizadas no peixe-zebra. Os ovos recém-fertilizados sdo expostos por 96 h ao
produto quimico a ser testado, e a cada 24 horas, até quatro observagdes sao
registradas como indicadores de letalidade: coagulagdo dos ovos fertilizados;
auséncia de formacao de somitos; ndo desprendimento da cauda do saco vitelinico; e
a falta de batimentos cardiacos (OECD, 2013).

Dada a consideravel importancia do peixe-zebra como modelo
experimental, juntamente com os custos econémicos associados ao seu uso em larga
escala na pesquisa, esse teledsteo torna-se um excelente modelo para avaliagao de
ambientes contaminados por inseticidas, visto que podemos utilizar diferentes fases

de desenvolvimento para avaliar efeitos letais e subletais.
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3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os possiveis efeitos da exposi¢ao aguda aos inseticidas formulados a base

de A-cialotrina (LC) e imidacloprido (IMI) em concentracbes ambientalmente

relevantes, isolados e em mistura (MIX), na fase embriolarval e adulta do peixe Danio

rerio, por meio da analise de multiplos biomarcadores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Verificar se a exposigao ao longo de 96 hpf de D. rerio na fase embriolarval aos
formulados LC e IMI, isolados e em mistura promove alteragdes nos
biomarcadores de desenvolvimento (taxa de mortalidade e ecloséo, falta de
formacao de somitos, ndo descolamento da cauda, alteragdes morfoldgicas,
auséncia e frequéncia cardiaca);

Determinar os efeitos genotoxicos (danos no DNA), oxidativos (alteragdes nas
enzimas antioxidantes e na lipoperoxidagdo) e neurotoxicos (alteragbes na
atividade da AChE) dos produtos formulados de LC e IMI, isolados e em
mistura, na fase embriolarval de D. rerio;

Avaliar se os formulados LC e IMI, isolados e em mistura, promovem alteragdes
em biomarcadores genéticos (danos no DNA, expressédo génica do gene de
reparo ogg1, frequéncia de MN e AENSs) na fase adulta de D. rerio;

Analisar se os formulados LC e IMI, isolados e em mistura, promovem
alteragdes em biomarcadores bioquimicos (LPO, PCO, GSH, SOD, CAT, GPx,
EROD, GST e AChE) na fase adulta de D. rerio;

Investigar os efeitos interativos (aditivos, sinérgicos ou antagénicos) da mistura
dos formulados LC e IMI nos parametros analisados;

Caracterizar as respostas bioldgicas nas diferentes fases de desenvolvimento
de D. rerio apés a exposi¢gao aguda aos produtos formulados LC e IMI, isolados

e em mistura.
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4 HIPOTESES
1) A fase adulta sera mais sensivel que a fase embriolarval,

2) A fase embriolarval apresentara alteragdes nos biomarcadores de desenvolvimento

quando expostos aos inseticidas formulados LC e IMI, isolados e em mistura;

3) A exposicdo a mistura dos agrotéxicos testados resultara em efeitos subletais

diferentes daqueles promovidos pelos inseticidas de forma isolada;

4) Os provaveis danos genotéxicos nos exemplares de D. rerio expostos aos
inseticidas formulados isolados e em mistura correlacionam-se com os danos

oxidativos encontrados em lipideos e proteinas;

5) As defesas antioxidantes e o sistema de reparo serdo afetados negativamente
pelos inseticidas formulados isolados e em mistura, devido ao estresse oxidativo

gerado por eles;

6) A toxicidade desses inseticidas formulados, isolados e em mistura, provocara a

inibicdo da atividade das enzimas de biotransformacao e da acetilcolinesterase.
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DESTAQUES:

e LC, IMI e MIX causaram aumento na mortalidade de embrides em 24 hpf;

e |IMI promoveu danos no DNA e diminuigdo na taxa de eclosao de larvas em 72
e 96 hpf;

e LC provocou diminui¢gado na taxa de eclosao de larvas em 96 hpf;

e MIX causou diminuigdo na taxa de eclosao de larvas em 72 e 96 hpf;

e MIX induziu lipoperoxidagdo e aumento da concentragdo de glutationa em
larvas.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos inseticidas A-cialotrina (LC 0,15ug
L") e imidacloprido (IMI 100ug L), isolados e em mistura, para a fase embriolarval de
Danio rerio, apdés exposicbes de 96 hpf. Foram avaliados parametros de
desenvolvimento, a ocorréncia de danos no DNA e lipoperoxidagao, concentracao de
glutationa, a atividade de enzimas antioxidantes, de biotransformacéo e
neurotoxicidade. LC e IMI, isolados e em combinagdo, causaram aumento da
mortalidade em embrides apos 24 hpf e diminuicdo da eclosao apos 96 hpf. O IMI
apresentou mais efeitos subletais, causando danos ao DNA e diminui¢ao da ecloséo
apo6s 72 hpf. A mistura reduziu a eclos&o, promoveu maiores niveis de lipoperoxidacao
e da concentragao de glutationa, indicando provavel interagcédo sinérgica. LC e IMI
isolados ou em combinagdo podem ser prejudiciais nas fases iniciais de vida de D.
rerio e a interagao entre esses inseticidas pode levar a um aumento da toxicidade.

Palavras-chave: piretroides; neonicotinoides; genotoxicidade; estresse oxidativo;
ecotoxicologia.
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1 INTRODUGAO

Com o desenvolvimento e a intensificagdo da agricultura, a utilizagdo de
agrotéxicos vem aumentando progressivamente ao longo dos anos (Zhang, et al.,
2020). O uso indiscriminado e errdbneo desses produtos resulta na contaminagao de
ambientes aquaticos como consequéncia da deriva de pulverizagdo, da lixiviagao e do
escoamento superficial (Giddings et al., 2019; Bijlsma et al., 2021). De acordo com
Xia et al. (2016), apenas cerca de 1% dos agrotdxicos atuam nos organismos-alvo,
enquanto o restante permanece no solo, evapora ou escoa para aguas superficiais.

Dentre os compostos utilizados na agricultura estao os inseticidas piretroides e
0s neonicotinoides utilizados em todo mundo no controle de insetos-alvo em uma
grande variedade de culturas vegetais (Fai; Kinfack; Towa, 2017; Deanovic, et al.,
2018; Kundoo et al., 2018). No processo de aplicagao nas plantagdes, os agricultores
costumam pulverizar diferentes agrotdoxicos e a aplicagdo conjunta de inseticidas
piretroides e neonicotinoides sdo comuns na agricultura, pois além de reprimirem os
insetos-alvo efetivamente, a mistura proporciona o controle diferentes tipos de pragas
(Xia et al., 2016; Regan et al., 2017). Esses inseticidas ja foram detectados em aguas
superficiais préximos a areas agricolas, o que gera preocupagao sobre seus
potenciais efeitos nos ecossistemas aquaticos e organismos nao-alvo (Fai; Kinfack;
Towa, 2017; Deanovic, et al., 2018; Kundoo et al., 2018).

O piretroide A-cialotrina (LC) e o neonicotinoide imidacloprido (IMI) s&o
inseticidas de alta eficiéncia considerados substitutos dos agrotoxicos
organofosforados em diferentes paises (Wang et al., 2015). O IMI possui alta
solubilidade em agua e ja foi detectado em aguas superficiais em uma concentragao
de até 320 ug L' na Holanda (Van Dijk; Van Staalduien; Van Der Sluijs, 2013). No
Brasil, alguns estudos encontraram concentragdes que variam de 0,001 a 123 ug L™
(Rocha et al., 2015; Sposito et al., 2018; Montagner et al., 2019). Em relagédo a LC,
esse inseticida ja foi encontrado em aguas superficiais proximas a areas agricolas em
concentragdes que variam de 0,02 a 50,92 ug L' (Papadakis, et al., 2015; Affum et
al., 2018; Rodriguez-Aguilar et al., 2022). No Brasil, a A-cialotrina foi encontrada em
sedimentos de fundo de rios e riachos em concentragdes que variam de 1,32 ug kg
a 60 ug kg’ (Possavatz et al., 2014; Hunt et al., 2016).

Considerando a aplicagédo combinada nas culturas agricolas e o transporte dos

compostos para ao ambiente aquatico, geralmente os agrotdxicos ocorrem em
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misturas no ambiente natural (Vieira et al., 2016; Marchand et al., 2022). As misturas
de agrotoxicos podem apresentar efeitos caracteristicos que diferem dos observados
nos compostos isolados, efeitos estes classificados como sinérgicos, aditivos e
antagénicos (Wang et al., 2015, 2022; Xia et al., 2016).

A compreensdo dos efeitos das misturas de agrotoxicos € especialmente
importante na definicdo precisa do risco potencial das misturas para espécies nao-
alvo (Bacchetta et al., 2014; Wang et al., 2021, 2022). As espécies que se reproduzem
no ambiente contaminado estdo sujeitas a alteragdes nos parametros reprodutivos e
nas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento de embrides e larvas, o que pode
repercutir na dindmica populacional ao longo do tempo (Golin et al., 2022; Marchand
et al., 2022).

Para a anadlise dos efeitos de contaminantes em organismos n&o-alvo, o peixe-
zebra (Danio rerio) € um organismo modelo amplamente utilizado principalmente
devido as conhecidas carateristicas reprodutivas da espécie, ao ciclo de vida curto e
a facilidade na observacdo do desenvolvimento embrionario (Davis; Frangakis;
Katsanis, 2014; Velki et al., 2019; Torre et al., 2022;). A LC é toxica em pequenas
concentragcbes para o teledésteo D. rerio, conforme indicado pelos valores da
concentragdo letal média (CLso- 96 h) variando de 11000 ug L' para embrides e 18000
ug L' para larvas (Shen et al., 2020). Por sua vez, o IMI aparenta ser menos toxico
em comparacao com a A-cialotrina, com valores maiores de CLso - 96 h, variando de
121600 pg L' para embrides e 128900 ug L' para larvas (Wu et al., 2018).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos inseticidas LC e IMI,
isolados e em mistura, nos biomarcadores baseados no Fish Embryo Acute Toxicity
(FET) e nos em biomarcadores genotdxicos e bioquimicos na fase embriolarval de D.
rerio, utilizando concentracdes ambientalmente relevantes dos compostos. Os
resultados desse estudo devem contribuir para elucidar os mecanismos de acéo da A-
cialotrina, do imidacloprido e da mistura destes agrotdxicos nos primeiros estagios de
vida do peixe D. rerio, fornecendo informagdes relevantes para o monitoramento

ambiental.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Produtos quimicos

As concentragbes testadas referem-se as concentragées nominais do ingrediente
ativo nas formulagdes comerciais da A-cialotrina (Karate Zeon© CS - 5% i.a. de A-
cialotrina, Syngenta S.A., Brasil) e do imidacloprido (48% i.a. — Nortox S.A. Brasil).
Essas concentragdes nominais sdo consideradas subletais, pois estdo abaixo dos
valores de CLso-96h para a fase embriolarval de D. rerio para A-cialotrina (Shen et al.,
2020) e imidacloprido (Wu et al., 2018) e sdo ambientalmente relevantes (Van Dijk et
al., 2013; Papadakis et al.,2015; Shukla et al., 2017; Affum et al., 2018; Rodriguez-
Aguilar et al., 2022).

2.2 Desenho experimental

As matrizes de reproducao de D. rerio foram constituidas por 72 animais (48
machos e 24 fémeas) comprados de uma piscicultura e transportados para o
laboratdrio. Os peixes foram aclimatados por no minimo sete dias, distribuidos em
quatro aquarios de 18 L (12 machos e 6 fémeas por aquario), contendo agua
desclorada em fluxo continuo, filtro bioldgico, aeracdo constante e fotoperiodo de 14
h: 10 h (claro/ escuro). Os animais foram alimentados 3 vezes ao dia com ragao
comercial (Alcon Basic MEP 200 Complex) e artemias congeladas (Bio Artemia).

As reprodugdes eram realizadas no inicio da manha (7:00 as 8:30) para
obtencao dos embrides. Os ovos eram coletados pelo método de bandejas coletoras,
instaladas no fundo dos aquarios de 18L. Esse método foi escolhido para evitar a
predacdo dos ovos pelas matrizes de reproducido. Apos o periodo de coleta, os ovos
foram lavados cuidadosamente com agua de cultivo desclorada para selecionar os
embrides viaveis. Logo em seguida, os organismos-teste foram divididos em quatros
grupos de exposicao: |) grupo controle (CTR), com embrides expostos apenas a agua
reconstituida (CaClz — 2 mM, MgSO4 — 0,5 mM, NaHCOs3 — 0,7 mM e KCI - 0,07 mM)
; 1) grupo LC, com embrides expostos a agua reconstituida contendo 0,15 ug L' de
A-cialotrina; 11l) grupo IMI, com embrides expostos a agua reconstituida contendo 100
ug L' de imidacloprido; 1V) grupo MIX, com embrides expostos a agua reconstituida
contendo 100 pg L' de imidacloprido e 0,15 ug L' de A-cialotrina durante 96 horas

pés-fertilizagao (96 hpf). Os testes de desenvolvimento com embrides e larvas foram
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baseados no “Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test”, de acordo com OECD 236
(2013).

Durante o periodo de aclimatacdo e de reproducdes, as medidas de
temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade da agua foram
mensuradas diariamente. As caracteristicas fisicas e quimicas da agua
permaneceram estaveis e nao foram detectadas diferengas significativas entre os
aquarios de aclimatacao e de reproducgao (T: 26,13 £ 0,33 °C; pH: 7,13 £ 0,13; OD:
7,08 £ 0,001 mg L™"; condutividade: 0,166 + 0,001 mS cm™).

Para o experimento baseado no FET de 96 hpf, foram realizadas exposicdes
em placas de Petri (60x15 mm), em octoplicata (n=8 placas), contendo no maximo 15
embrides por placa. Em cada placa foi adicionado 15 mL das respectivas solugdes
teste de LC, IMI ou MIX, enquanto nas placas do grupo controle (CTR) foi adicionado
15 ml de agua reconstituida. Os biomarcadores de desenvolvimento baseados no FET
foram observados a cada 24 hpf em todos os animais.

Para os experimentos bioquimicos, as exposi¢coes foram realizadas em placas
de Petri de 90x15 mm em octoplicata, contendo no maximo 50 embrides por placa.
Em cada placa foi adicionando 40 mL das respectivas solucdes teste de LC, IMI ou
MIX, enquanto nas placas do grupo CTR foi adicionado 40 ml de agua reconstituida.
Apos a exposicao de 96 hpf, foram coletadas 40 larvas (pool) de cada placa de Petri
(320 larvas por grupo experimental), anestesiadas no gelo, homogeneizadas em
tampéo fosfato de potassio (0,1 M e pH 7,8) imediatamente e armazenadas a -75° C
até o momento das analises. Os experimentos bioquimicos foram repetidos trés vezes
para completar todas as anadlises bioquimicas (1°experimento: LPO e PCO; 2°
experimento: GSH, SOD, CAT e GPx; 3° experimento: GST e AChE).

Na avaliagdo da genotoxicidade, as exposi¢coes foram realizadas seguindo os
mesmos procedimentos descritos para os ensaios baseados do FET. Ao final das 96
hpf de exposi¢éo, foram coletadas 10 larvas (pool) de cada placa de Petri (80 larvas
por grupo experimental), anestesiadas no gelo e dissociadas mecanicamente em soro
bovino fetal (SBF) para a realizagdo do ensaio alcalino do cometa.

Em todos os experimentos foi feita a renovacéao de 50% do meio experimental
a cada 24 hpf (sistema semi-estatico de exposigdo). As placas durante os
experimentos eram armazenadas dentro da DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
a 26° C, com fotoperiodo de 14 h claro: 10 h escuro. As larvas excedentes dos ensaios

bioquimicos e genotoxicos foram anestesiadas no gelo e depois mortas por imersao
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em hipoclorito de sédio 6,15%. Os procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA n° 004.2020).

2.3 Teste FET

Os biomarcadores analisados a partir de 24 hpf em cada embrido/larva testados
incluiram: a taxa de mortalidade; a falta de formacgao de somitos; o ndo descolamento
da cauda e; alteragdes morfoldgicas. Além disso, a partir de 48 hpf foram analisados:
a auséncia de batimentos cardiacos; a frequéncia cardiaca (observada durante 60s)
e; a taxa de eclosdo (n° de embrides eclodidos/n® total de embrides x 100). As
observacgdes foram feitas em microscopio invertido (Olympus CKX41SF, Kyoto,

Japao).

2.4 Andlise de danos genotoxicos

O ensaio alcalino do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988)
com modificagcbes de Alvim e Martinez (2019). As amostras de larvas de D. rerio
(pools) foram dissociadas mecanicamente em soro bovino fetal (SBF) e armazenadas
refrigeradas (4° C) até o inicio do ensaio. As laminas foram coradas com GelRed
(Uniscience), cobertas com laminula e analisadas por meio de teste cego em
microscopio de fluorescéncia na objetiva de 40x. Foram avaliados 100 nucleoides por
l&mina (n = 8 laminas por grupo experimental). Os danos no DNA foram classificados
visualmente, considerando-se o tamanho da cauda do cometa, em 4 classes: classe
0 = sem danos aparente; classe 1 = cauda curta menor que o diametro do nucleo;
classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o didmetro
do nucleo; classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do diametro do nucleo.
Para o calculo do escore de dano, o numero de células em cada classe (0, 1, 2 ou 3)
foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore calculado pela formula: (OxA) +
(1xB) + (2xC) + (3xD), onde: A, B, C e D correspondem ao numero de células em cada
uma das classes. Assim, o valor de escore pode variar de um minimo de 0 e um valor

maximo de 300.

2.5 Biomarcadores Bioquimicos
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As amostras de larvas de D. rerio foram homogeneizadas em tampao fosfato
de potassio (0,1 M e pH 7,8), centrifugadas (10.000 g, 20 min, 4°C) e o sobrenadante
foi armazenado em ultrafreezer (-75 °C) até o momento das analises. Todas as
analises bioquimicas foram padronizadas pela concentragdo de proteinas totais
(BRADFORD, 1976).

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) foi realizado de
acordo com Camejo et al. (1998) para a medida de lipoperoxidagao (LPO). Ao
sobrenadante foi acrescentado butilhidroxitolueno (BHT 1 M), solugcao salina fosfatada
(KCI 2 mM; NaH2PO4 1,4 mM; NaCl 357 mM; NazHPO4 10 mM; pH = 7), acido
tricloroacético (TCA 50%) e acido tiobarbiturico (TBA 1,3%) dissolvido em 0,3 % NaOH
e a mistura foi mantida a 60° C por 1 hora. Posteriormente, foi realizada uma leitura
de fluorescéncia (590 nm) e a concentragdo de TBARS determinada por meio de uma
curva padrédo de malondialdeido (MDA).

A concentracao de glutationa (GSH) foi determinada de acordo com o método
de Beutler et al. (1963), através da reagao dos grupamentos -SH com o reagente de
cor 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB), que resulta em tiolato (TNB) e foi
quantificado em 412 nm. A atividade da superoxido-dismutase (SOD) foi determinada
pela medida da inibicdo da taxa de redugao do citocromo c pelo radical superoxido em
espectrofotdbmetro, a 550 nm, de acordo com McCord; Fridovich (1969). A atividade
da catalase (CAT) foi determinada através da velocidade de decomposi¢cdo de
peroxido de hidrogénio pela enzima (Beutler, 1975). As amostras (1:100) foram
adicionadas a um meio de reagéo (H202 0,03%, Tris-HCI 50 mM, EDTA 0,25 mM), e
o decréscimo de sua absorbéancia a 240 nm determinado durante 1 min. A atividade
da glutationa peroxidase (GPx) foi estimada indiretamente através da oxidagado do
NADPH em presenga de glutationa redutase (GR) e o substrato glutationa oxidada,
produzida pela agcdo da GPx de acordo com Hopkins; Tudhope (1973). Uma aliquota
(10 yL) das amostras foi misturada concomitantemente a 1 mL do tampao (NaH2PO4
25 mM; NazHPO4 25 mM; EDTA 2 mM; NaNs 5 mM; NADPH 0,2 mM; GSH 1 mM,
25°C e protegido da luz), a GR (1 U) e ao H202 (0,4 mM) e a cinética da reacao foi
analisada por 1 minuto em espectrofotometro a 340 nm.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pelo
monitoramento da complexagao da glutationa reduzida (GSH) com o substrato 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), de acordo com o método descrito por Keen; Habig;

Jakoby (1976). O aumento de CDNB conjugado foi monitorado durante 1 minuto, em
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espectrofotdbmetro a 340 nm. Por fim, a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi
estimada segundo o método descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Costa et
al. (2007) para leitura em espectrofotdmetro de microplacas a 415 nm. A atividade da
AChE (nmol DTNB.min"".mg ptn') foi determinada através da reagdo do iodeto de
acetilcolina (9 mM) com reagente de cor contendo ditionitrobenzoato (0,5 mM). O
produto da degradacédo do iodeto de acetilcolina pela AChE, reage com o DTNB
formando nitrobenzoato, que foi mensurado espectrofotometricamente a cada 3

minutos pelo tempo total de 6 minutos.
2.6 Analises estatisticas

Os resultados dos biomarcadores obtidos nos diferentes tratamentos, foram
comparados entre si (CTR x LC x IMI x MIX) por meio de testes paramétricos (ANOVA)
ou nao-paramétricos (Kruskall-Wallis) pela analise de variancia de uma via (one-way
ANOVA), seguidos por testes de comparagdes multiplas (Student-Newman-Keuls ou
Dunn’s) quando indicado, de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e
homogeneidade de variancia). Ja os resultados relacionados a frequéncia cardiaca
batimentos por minuto — bpm) foram comparados estatisticamente por meio de analise
de variancia de dois fatores (two-way ANOVA, seguida por testes de comparagdes
multiplas (Tukey). Em ambos foi utilizado o software SigmaPlot 11.0, considerando

significativos valores de p< 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 FET

Apods 24 hpf de exposi¢cédo, os embrides dos grupos experimentais LC, IMI e
MIX apresentaram taxa de mortalidade significativamente maior do que os embrides
do grupo CTR (Fig. 1A). Nos demais tempos (48, 72 e 96 hpf), ndo houve mortalidade
de embrides e larvas. Apos 72 hpf de exposigao, as larvas dos grupos experimentais
IMI e MIX apresentaram taxa de eclosao significativamente menor que os animais do
grupo CTR e LC (Fig. 1B). Apds 96 hpf de exposicao, todos os grupos experimentais
apresentaram taxa de eclosao significativamente menor que os animais do grupo CTR
(Fig. 1B).

Em relagcédo a frequéncia cardiaca, nos tempos de 72 e 96 hpf foi observado
aumento dos batimentos cardiacos por minuto (bpm) quando comparado ao tempo de
48 hpf (Fig. 1C). Em todos os animais sobreviventes ao longo do experimento houve
a formagéao de somitos e o desprendimento da cauda. Por fim, ndo foram encontradas

alteragdes morfoldgicas ao longo de 96 hpf.
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Figura 1 — Taxa de mortalidade (A); taxa de eclosdo cumulativa (B) e; batimentos cardiacos por minuto
(C) na fase embriolarval de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™") e imidacloprido (IMI:
100 pg L™), isolados e em mistura (MIX), por 96 hpf. As barras representam as médias e as linhas
verticais o EP (n = 8). Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos para
um mesmo tempo de exposi¢ao. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os
tempos de exposicéo (p < 0,05).
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3.2 Danos no DNA

As larvas do grupo IMI apresentaram escore de danos no DNA
significativamente maiores do que os animais do grupo CTR (Fig. 2). Nao houve

diferenca significativa nos escores de dano nos grupos LC e MIX.
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Figura 2 — Escore de danos no DNA em larvas de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™")
e imidacloprido (IMI: 100 pg L™), isolados e em mistura (MIX), por 96 hpf. As barras representam as
médias e as linhas verticais o EP (n = 8). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os
grupos experimentais (p < 0,05).

3.3 Lipoperoxidagao

As larvas do grupo MIX apresentaram valor de lipoperoxidagdo (LPO)
significativamente maior em relacdo aos demais grupos experimentais (Fig. 3). Nao

houve diferenga significativa na ocorréncia de LPO nos grupos LC e IMI.
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Figura 3 — Lipoperoxidagdo (LPO) em larvas de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ugL™") e
imidacloprido (IMI: 100 ug L™), isolados e em mistura (MIX), por 96 hpf. As barras representam as
médias e as linhas verticais o EP (n = 8). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os
grupos experimentais (p < 0,05).

68



3.4 Defesas antioxidantes

Capitulo I

As larvas do grupo MIX apresentaram uma concentragédo de glutationa (GSH)

significativamente maior que os animais dos demais grupos experimentais (Fig. 4A).

Nao houve diferenga significativa nas atividades da superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Fig. 4B, 4C e 4D).
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Figura 4 — Concentracdo de glutationa — GSH (A); atividade das defesas antioxidantes: superoxido
dismutase — SOD (B), catalase — CAT (C) e glutationa peroxidase — GPx (D) em larvas de Danio rerio
expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L™), isolados e em mistura (MIX),
por 96 hpf. As barras representam as médias e as linhas verticais o EP (n = 8). Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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N&o houve diferenga significativa na atividade das enzimas glutationa s-

transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE) entre os grupos experimentais (Fig.
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Figura 5 — Atividade das enzimas glutationa s transferase — GST (A) e da acetilcolinesterase — AChE
(B) em larvas de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L™"),
isolados e em mistura (MIX), por 96 hpf. As barras representam as médias e as linhas verticais o EP (n

= 8).
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4 DISCUSSAO

Neste estudo verificamos que a fase embriolarval do Danio rerio foi afetada pela
exposicao dos inseticidas A-cialotrina e imidacloprido, tanto isolados como em mistura.
O inseticida IMI apresentou mais efeitos toxicos subletais quando comparado a LC,
visto que promoveu danos genotoxicos e alteragcdes na taxa de eclosao ja em 72 hpf
desses animais, ao contrario da LC. A mistura desses compostos também se mostrou
toxica, ja que foi capaz de promover danos oxidativos e alteracbes no sistema
antioxidante ndo-enzimatico, diferentemente da exposicao isolada a esses inseticidas.
Embora os principais modos de acado pelos quais esses produtos afetam os
organismos-alvo sejam conhecidos, eles podem apresentar muitos efeitos adicionais
que também podem afetar negativamente organismos nao-alvos (Velki et al., 2019).

Nossos resultados mostraram que os embrides de D. rerio expostos a LC
apresentaram um aumento significativo de 9,17% na taxa de mortalidade de embrides
ao longo de 24 hpf de exposigdo. Resultados semelhantes foram observados em
DeMicco et al. (2010) e Zhang et al. (2017) em concentra¢des que variaram de 1,12 —
224,93 ug L, concentragbes estas maiores do que as utilizadas no nosso estudo.
Estes autores observaram mortalidade em embrides de maneira concentragcéo-
dependente, prejudicando assim a sobrevivéncia de D. rerio nas fases iniciais de
desenvolvimento. De acordo com DeMicco et al. (2009) e Awoyemi et al. (2019),
piretroides do tipo Il como a LC s&o mais potentes e perigosos que piretroides do tipo
| para os organismos. Um estudo realizado por Shen et al. (2020) mostrou que a LC
exibiu maior toxicidade para embrides de D. rerio quando comparado a outros
inseticidas, como por exemplo, malation e clorpirifds.

Assim como a exposigao a LC, os embrides de D. rerio expostos ao IMI
apresentaram um aumento significativo de 10% na taxa de mortalidade de embrides
ao longo de 24 hpf de exposicao. Islam et al. (2019) também observaram aumento de
mortalidade em 24 hpf de maneira concentragao-dependente (10 — 1000 ug L) de
IMI na fase embriolarval do peixe Cyprinus carpio. Esses resultados demonstram que
embrides de D. rerio sdo sensiveis a agado do IMI, assim como a LC.

A eclosao é um periodo critico da embriogénese que depende de processos
bioquimicos e comportamentais, incluindo a digestdo do corion por enzimas
especificas e movimentos da larva para abrir o cérion (Agbohessi et al., 2013). Os

animais expostos ao IMI e a MIX apresentaram uma diminuig&o significativa de 19,17
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% e 13,14 respectivamente na taxa de eclosao de larvas apds 72 hpf de exposigao.
Isso pode indicar que parte do efeito observado na MIX, esteja relacionado ao efeito
IMI, ja que a LC ndo promoveu alteragdes na taxa de eclosdo em 72 hpf. Islam et al.
(2019) também observaram diminuicdo da taxa de eclosdo apos 72 hpf ao IMI, com
efeito concentragdo-dependente (10 — 1000 ug L") na fase embriolarval do peixe
Cyprinus carpio.

Em 96 hpf, observamos que todos os grupos experimentais apresentaram uma
diminuicdo na taxa de eclosao de larvas em relagdo ao grupo CTR (LC: 9,16%; IMI:
10%; e MIX: 11,66%). Zhang et al. (2017), apos expor embrides de D. rerio por 96 hpf
a concentragdes mais elevadas de LC (56,23 e 224,93 ug L"), também observaram
diminuicao na taxa de eclosao de larvas. Com base nesses resultados, é possivel que
as variagcdes na taxa de eclosdo de larvas de D. rerio apds a exposicdo a esses
inseticidas pode estar relacionada a atividade da enzima proteolitica responsavel pela
eclosdo na condicao de estresse (Ma et al., 2019). A enzima de eclosao proteolitica
desempenha um papel significativo na digestdo do cérion durante o processo de
eclosao de larvas de teledsteos e pode ter sido afetada pela exposicdo a LC e ao IMI,
isolados e em mistura (Pandey; Guo, 2014).

Um dos primeiros 6rgaos funcionais a se desenvolver no teledsteo D. rerio € o
coracgao (Kuder; Gundala, 2018). Observamos que as larvas de D. rerio apresentaram
um aumento na frequéncia cardiaca nos tempos de 72 e 96 hpf quando comparados
ao tempo de 48 hpf. Esse aumento pode estar relacionado ao préprio desenvolvimento
desses animais, pois eles requerem um aumento da frequéncia cardiaca para apoiar
as atividades metabdlicas ao longo do desenvolvimento (Watson et al., 2014).

Em nossos resultados, notamos o potencial genotdxico do IMI, pois
observamos um aumento significativo no escore de danos DNA. Neste caso, €
possivel que esse inseticida atue como agente alquilante, formando adutos de DNA
como visto em outros trabalhos (Bianchi; Cabral-de-Mello; Morales, 2015; Ge et al.,
2015). Nos nossos resultados a LC na concentracao utilizada nao promoveu diferenca
significativa no escore de danos no DNA. Entretanto, sabe-se que esse inseticida é
capaz de promover danos no DNA, visto que esse piretroide pode se ligar ao material
genético através dos grupos reativos da sua fragdo acida, podendo levar a
desestabilizac&o e ao desenrolamento do DNA, ocasionando assim, danos ao material
genético (Saxena; Chauhan; Gupta, 2005).

As misturas de agrotdxicos sao frequentemente encontradas em ambientes
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aquaticos e o risco ecoldgico desses produtos em aguas superficiais nao pode ser
previsto com precisao analisando apenas seus efeitos de maneira isolada (Wang et
al., 2020). A mistura de agrotéxicos pode gerar efeitos colaterais na populagao de
peixes, ameagando o funcionamento normal dos ecossistemas aquaticos (Wang et
al., 2020). Os embrides expostos a MIX apresentaram um aumento significativo de
11,7 % na taxa de mortalidade de embrides ao longo de 24 hpf de exposi¢cao. Os
compostos quimicos, que muitas vezes possuem diferentes modos de agao, podem
interferir na metabolizacdo um do outro, fazendo com que suas combinacdes
promovam um aumento na toxicidade para os organismos (Khan et al., 2013; Fai;
Kinfack; Towa, 2017). De acordo com Xia et al. (2016), quando piretroides e
neonicotinoides atuam simultaneamente, essa combinagdo pode aumentar a
toxicidade para peixes, o que foi observado em nossos resultados.

As larvas expostas a MIX apresentaram valores significativamente maiores de
lipoperoxidagao e no conteudo de GSH em relagao ao grupo CTR. A lipoperoxidacao
destaca-se como biomarcador classico de estresse oxidativo, ocasionando prejuizos
na organizagao da membrana e perda de funcionalidade (Niki, 2009). Ja a glutationa
(GSH) se caracteriza como um peptideo com diversas fung¢des intracelulares que
incluem desintoxicagdo, defesa antioxidante e até mesmo a modulagcdo da
proliferacdo celular (Lu, 2009). Em conjunto, os resultados para lipoperoxidacao e
conteudo de GSH demonstram que a biossintese de GSH aumentada para tentar
preservar as larvas de D. rerio do estresse oxidativo (Wang et al., 2020). Entretanto,
os sistemas antioxidantes nesses animais ndo conseguiram remover completamente
o excesso de ERO, o que acabou ocasionando a LPO. Deste modo, o equilibrio
dindmico entre o nivel de ERO e o sistema de defesa antioxidante foi prejudicado,
gerando estresse oxidativo (Wang et al., 2019).

Embora a oxidagao seja essencial para muitos organismos para a produgao de
energia para os processos biologicos, o estresse oxidativo pode danificar as
moléculas bioldgicas (Given; Given; Gilmez, 2003). O aumento da lipoperoxidagao
associado ao aumento do conteudo da GSH ja foi observado por Wang et al. (2020),
expondo embrides de D. rerio a mistura do piretroide beta-cipermetrina (2,64 x 10 —
6,03 x 10® nM) com o neonicotinoide tiaclopride (2,97 x 10* — 2,86 x 105 nM) ao longo
de 96 hpf.

E importante ressaltar que as respostas dos organismos que foram expostos

aos agrotoéxicos individualmente diferem das respostas observadas nos organismos
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que foram expostos a mistura dos dois agrotoxicos. Enquanto individualmente o IMI
apresentou mais efeitos subletais que a do LC, a mistura dos dois agrotéxicos parece
apresentar uma interagao sinérgica, uma vez que apenas a mistura desencadeou a
ocorréncia de lipoperoxidagdo e aumento no conteudo de GSH. Alguns estudos
anteriores utilizando a combinagao binaria de diferentes agrotdxicos observaram um
efeito sinérgico em D. rerio (Wang et al., 2015; Wang et al., 2022) e Misgurnus
anguillicaudatus (Xia et al., 2016), ou seja, os efeitos da mistura sdo mais amplos dos
que os observados nos compostos individualmente. A identificacdo destas interagdes
entre diferentes compostos em uma mistura é de extrema importancia na
caracterizagao dos riscos para as espécies nédo-alvo, considerando que os agrotdxicos
ocorrem em misturas complexas no ambiente natural (Vieira et al., 2016; Marchand et
al., 2022).

Enzimas como SOD, CAT e GPx desempenham um papel fundamental na
eliminacdo de ERO produzidas durante a biotransformagdo de contaminantes
(Lushchak, 2016). Apesar desse conjunto representar a primeira linha de defesa
contra ERO, nenhuma dessas trés enzimas apresentaram alteragcdes significativas
nessa fase de desenvolvimento de D. rerio. Como o presente estudo utilizou
concentragbes ambientalmente relevantes de LC e IMI, os resultados representam
informacdes importantes para a compreensao da dindmica de agdo dos compostos

em organismos ndo-alvo quando em concentragdes encontradas no ambiente natural.
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram diversos efeitos dos inseticidas LC e IMI, tanto
isolados como em mistura, que elucidam como os primeiros estagios de vida do peixe
D. rerio respondem a presencga desses produtos no ambiente aquatico. Além disso,
pudemos observar que a fase embriolarval do teledsteo D. rerio foi sensivel ao efeito
desses contaminantes. Notamos que o inseticida IMI apresentou mais efeitos
subletais em relacdo a LC, ja que promoveu danos genotdxicos e diminuicdo da taxa
de eclosao desses animais ja em 72 hpf. A mistura desses inseticidas se mostrou
téxica, visto que promoveu danos oxidativos em lipidios e aumento da concentragao
do antioxidante ndo-enzimatico (GSH), respostas estas que diferem das observadas
na exposicao isolada a esses contaminantes. Desta forma, existe uma provavel
interacao sinérgica entre LC e IMI. Dado o aumento constante no uso e venda desses
produtos, é provavel que suas concentragdes nas aguas superficiais e nos sedimentos
também aumentem, tornando-se particularmente prejudiciais aos peixes, vulneraveis

aos efeitos da exposigcao crénica a LC e ao IMI, tanto isolados como em mistura.
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DESTAQUES:

e LC, IMI e MIX causaram danos no DNA e aumento de alteragcdes eritrociticas

nucleares;

e LC causou lipoperoxidagdo e aumento da expressdo génica de ogg7
(brénquias);

e |MI provocou alteragdes no sistema antioxidante, principalmente no cérebro;

e MIX induziu lipoperoxidagao, alteragdes no sistema antioxidante e na EROD
(figado);

e O cérebro foi o unico tecido que nao apresentou danos no DNA e oxidativos.

@@ GSH #
® S0D 4

Corpo inteiro

@8 CAT 4
o, Srrd ®@8 danos-DNA #
& LPOD 4
Branquias
@ dano:—DNA 4 Sangue
e e
& Eig Gén. 4 Figado ®®® danos-DNA #
— oee® danos-DNA 4 @®e@ AENs totais 4
o) LPO 4 oee NR 4
® GSH 4
o® CAT 4
@® EROD 4

Created in BioRender.com bio

83



Capitulo Il

RESUMO

Para investigar os efeitos dos inseticidas A-cialotrina (LC 0,15ug L") e imidacloprido
(IMI 100ug L), isolados e em mistura (MIX), em diferentes tecidos de Danio rerio,
foram avaliados biomarcadores genéticos e bioquimicos, apds 96 h de exposigao. LC,
IMI e MIX causaram danos no DNA em diferentes tecidos e aumento de alteragdes
eritrociticas nucleares. LC promoveu lipoperoxidagao em varios tecidos e aumentou a
expressao génica relativa de ogg1 nas branquias. Ja o IMI ativou principalmente as
defesas antioxidantes do cérebro (conteudo de glutationa e atividade da superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase). MIX causou lipoperoxidagdo nas
branquias, aumento de glutationa, da atividade da catalase no cérebro e da fase | de
biotransformagao no figado, caracterizando um possivel efeito sinérgico. LC parece
influenciar mais no efeito da MIX, porém ambos os inseticidas isolados e em mistura
demonstraram ser prejudiciais para D. rerio.

Palavras-chave: piretroides; neonicotinoides; genotoxicidade; estresse oxidativo;
biotransformacgao.
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1 INTRODUGAO

Agrotéxicos sao produtos quimicos, naturais ou sintéticos que séo utilizados
nas culturas contra pragas ou doengas, com a intengdo de garantir o rendimento da
produgao agricola (Liu; et al., 2018; Merola et al., 2022). Em particular, a introdugéo
da soja geneticamente modificada expandiu a agricultura nos paises em
desenvolvimento e aumentou o uso de agrotoxicos ao longo dos anos (Aca; Gonzales;
Carriquiriborde, 2018). O uso descontrolado desses compostos pode ocasionar a
contaminagdo de aguas superficiais, principalmente pela deriva de pulverizagao.
Assim, o0s organismos aquaticos estdo expostos a uma multiplicidade de
contaminantes com estrutura e toxicodinamica diferentes (Bacchetta et al., 2014).

Dentre os agrotoxicos mundialmente utilizados estdo o inseticida piretroide A-
cialotrina (LC) e o neonicotinoide imidacloprido (IMIl), que apresentam grande
importancia no controle de um amplo espectro de insetos em diferentes sistemas
agricolas (Ahmed e Freed, 2019). Ambos ja foram detectados em aguas superficiais
proximas a areas agricolas. O inseticida LC foi detectado em concentragdes que
variam de 0,02 a 50,92 ug L' (Papadakis et al.,2015; Affum et al., 2018; Rodriguez-
Aguilar et al., 2022). Ja o inseticida IMI foi detectado em concentragbes que variam
de 0,0016 a 320 ug L' (Van Dijk et al., 2013; Shukla et al., 2017).

A exposicado de peixes a contaminantes presentes na agua pode resultar em
consequéncias bioquimicas subletais que incluem a producido direta de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e modificagbes nas defesas antioxidantes dos diferentes
orgaos do animal, além do potencial de ocorréncia de danos oxidativos e alteracdes
na atividade de enzimas de biotransformacéo (Do Amaral et al.,2018; Vieira et al.,
2018; Vieira e Martinez 2018). Além disso, a exposi¢ao a contaminantes pode causar
ainda alteragdes genéticas, como danos no DNA e alteragbes na expressao génica
(Santos et al., 2018; Vieira et al., 2018; Vieira e Martinez 2018).

Alguns estudos relataram que multiplas concentragdes de LC: 0,005 a 0,5 ug
L' (Vieira e Martinez, 2018) e IMI: 1,25 a 1250 ug L' (Vieira et al., 2018), causam
danos no DNA em eritrocitos e estresse oxidativo em diferentes tecidos de uma
espécie de peixe (Prochilodus lineatus), apos exposi¢ao de 96 h a esses inseticidas.
Os autores observaram que os 6rgaos mais afetados pela agdo desses inseticidas
foram as branquias e o rim, alterando a maioria dos biomarcadores testados, e em

contrapartida, os 6rgaos menos afetados foram o musculo e o cérebro. Deste modo,
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diferentes 6rgdos de uma mesma espécie podem apresentar diferentes respostas aos
contaminantes (Alvim e Martinez, 2019, Santos e Martinez, 2020). Assim, a analise de
varios 6rgaos faz-se necessaria para entender os mecanismos de resposta do
organismo como um todo. Os agrotdxicos sdo comumente aplicados de forma
combinada para aumentar a eficiéncia contra as pragas agricolas. Porém, as misturas
de agrotoxicos podem alterar a biodisponibilidade e a toxicidade destes no ambiente
aquatico. Desta forma, caracterizagdo dos efeitos das misturas € de extrema
importancia para avaliar seus riscos ecolégicos nos ecossistemas. Alvim e Martinez
(2019), relataram que a mistura de LC (0,15 pg L") e IMI (100 pg L"), causou efeitos
diferentes dos inseticidas isolados em P. lineatus, apos exposi¢cao de 48 h, o que
ressalta que a ocorréncia de misturas de agrotoxicos pode influenciar as respostas
biolégicas.

Os inseticidas LC e IMI sdo capazes de causar alteragcdes bioquimicas no
interior da célula e induzir a ocorréncia de danos no DNA e danos oxidativos. Diante
disso, a utilizagdo de biomarcadores de estresse oxidativo e de genotoxicidade é
muito importante, pois, eles geralmente detectam sinais precoces de disturbios da
biota e podem demonstrar respostas integradas a misturas de contaminantes, mesmo
em concentragdes indetectaveis por métodos analiticos (Ghisi et al., 2014). Uma das
consequéncias do estresse oxidativo é a formacéao de lesdes no DNA, essas lesdes
podem ser reparadas por diferentes vias de reparo. Dentre elas, podemos citar a via
de reparo por excisdo de bases (BER), que atua principalmente no reparo sobre danos
como alquilagéo, oxidag&o de bases e quebras de fitas simples (Costa et al., 2018).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade aguda
individual e conjunta de inseticidas formulados a base LC e de IMI em diferentes
orgaos do teledsteo Danio rerio por meio de multiplos biomarcadores. Os resultados
desse estudo contribuem para compreensao dos mecanismos de acio da LC, do IMI
e da mistura destes agrotoxicos. O peixe teledsteo D. rerio € um organismo modelo
que tem sido amplamente utilizado em pesquisas no mundo todo na avaliacdo de
efeitos de contaminantes em diferentes niveis de organizagao bioldgica e em diversas
areas de pesquisa, como, por exemplo: ecotoxicologia, genética, biologia celular e
molecular, bioquimica, biotecnologia, entre outras (Velki et al., 2019; Canedo et al.,
2022). Este animal tem sido muito utilizado para a avaliagao de genotoxicidade devido

a disponibilidade de seu genoma completo (Canedo e Rocha, 2021).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Produtos quimicos

As concentracbes utilizadas referem-se as concentragcbes nominais do
ingrediente ativo nas formulagbes comerciais da A-cialotrina (Karate Zeon© CS - 5%
i.a. de A-cialotrina, Syngenta S.A., Brasil) e do imidacloprido (48% i.a. — Nortox S.A.
Brasil). Essas concentragdes estdo abaixo dos valores de CLso-96h para a fase adulta
de D. rerio para LC (Wang et al., 2007; He et al., 2008) e IMI (Gibbons; Morrissey;
Mineau, 2015) e sdo concentragdes subletais e ambientalmente relevantes (Van Dijk
et al., 2013; Papadakis et al.,2015; Shukla et al., 2017; Affum et al., 2018; Rodriguez-
Aguilar et al., 2022).

2.2 Desenho experimental

Para os testes de toxicidade, foram utilizados exemplares adultos de D. rerio
(3,37 £ 0,02 cm; 0,35 £ 0,004 g; média £ EP, n = 384) comprados de uma piscicultura
e transportados para o laboratério. Os animais foram aclimatados por, no minimo sete
dias, em aquarios de 100 L, contendo agua desclorada, aeracdo constante, filtro
bioldgico e fotoperiodo de 14 h: 10 h (claro / escuro), com renovagao de 80% da agua
a cada 48 h. Os peixes eram alimentados trés vezes ao dia com ragao comercial
(Alcon Basic MEP 200 Complex) e artemias congeladas (Bio Artemia). A alimentagao
foi suspensa 24 h antes do inicio dos experimentos e durante as exposi¢des.

Durante a aclimatacdo e os experimentos, medidas de temperatura (T),
oxigénio dissolvido (OD), pH e condutividade da agua foram feitas diariamente. As
caracteristicas fisicas e quimicas da agua permaneceram estaveis e n&o foram
detectadas diferengas significativas entre os aquarios (T: 26,81 + 0,32 °C; pH: 7,83 £
0,22; OD: 7,25 + 0,04 mg L™"; condutividade: 0,173 + 0,002 mS cm™).

Os organismos-teste foram divididos em quatros grupos de exposi¢ao: |) grupo
controle (CTR), com animais expostos apenas a agua desclorada; Il) grupo LC, com
animais expostos a agua contendo 0,15 pg L' de A-cialotrina; 1ll) grupo IMI, com
animais expostos a agua contendo 100 ug L' de imidacloprido; 1V) grupo MIX, com
animais expostos a agua contendo 100 ug L' de imidacloprido e 0,15 ug L' de A-
cialotrina durante 96 h. Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos aquarios,

selecionando-se preferencialmente machos. A propor¢ado nos aquarios durante os
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experimentos foi de 76% machos e 24% de fémeas distribuidos entre os grupos
experimentais. J& a propor¢ao de cada grupo experimental foi de 79% de machos e
21% de fémeas para os grupos CTR e LC, 75% de machos e 25% de fémeas para o
grupo IMI e 71% de machos e 29% de fémeas para o grupo MIX.

As exposigdes para os experimentos genéticos e bioquimicos foram realizadas
em aquarios de 10 L, contendo 4 animais por aquario, em sextuplicata (n = 6 aquarios)
por grupo experimental, com renovagao de 50% do meio experimental a cada 24 h.
Apds a exposigdo, os animais foram anestesiados em benzocaina (0,1 g L") para a
retirada do sangue pela veia caudal. Em seguida, foram mortos por sec¢do medular
para a retirada dos 6rgaos, que foram processados imediatamente ou armazenados
a -75°C até o momento das anadlises. Para os tecidos, foram feitos pools de trés
animais e para as analises no corpo inteiro, foi utilizado um animal inteiro. Os
experimentos genéticos e bioquimicos foram repetidos duas vezes cada um para
completar todas as analises (1°experimento genético: cometa, MN e AENSs; 2°
experimento genético: expressao génica; 1° experimento bioquimico: LPO, PCO,
GSH, SOD, CAT e GPx; 2° experimento bioquimico: GST, EROD e AChE).

Os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA n°
004.2020).

2.3 Biomarcador genotoxico

As amostras de corpo inteiro, branquias, figado e cérebro foram previamente
dissociadas mecanicamente em soro bovino fetal (SBF), filtradas (malha de 30 ym) e
armazenadas refrigeradas (4° C) até o momento da realizagdo do ensaio. O ensaio
alcalino do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988) com modificagbes
de Alvim e Martinez (2019). Para as analises, as laminas foram coradas com GelRed
(Uniscience) e cobertas com laminula. Foram analisados 100 nucleoides por Iamina
(n = 6 ldminas por grupo experimental) por meio de teste cego em microscopio de
fluorescéncia na objetiva de 40x. Os danos no DNA foram classificados visualmente,
considerando-se o tamanho da cauda do cometa, em 4 classes: classe 0 = sem danos
aparente; classe 1 = cauda curta menor que o didametro do nucleo; classe 2 =
comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o didmetro do nucleo;

classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do didmetro do nucleo. Para o
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calculo do escore de dano, o numero de células em cada classe (0, 1, 2 ou 3) foi
multiplicado pelo valor de cada classe e o escore calculado pela formula: (0xA) + (1xB)
+ (2xC) + (3xD), onde: A, B, C e D correspondem ao numero de células em cada uma
das classes. Assim, o valor de escore pode variar de um minimo de 0 e um valor

maximo de 300.

2.4 Expressao relativa do gene de reparo ogg1

Para analise da expressao do gene ogg7 (8-oxoguanina DNA glicosilase) de
reparo por excisao de base (BER), o RNA total de cada érgéo (branquias, figado e
cérebro) foi extraido utilizando o protocolo Trizol®, de acordo com as instru¢des do
fabricante, com as modificagdes descritas em Santos et al. (2018). A concentracéo de
RNA foi estimada em um BioDrop (Biochrom) a 260 nm. Os valores para 260/280 nm
(Média £ EP) para as branquias foram: 1,92 + 0,01; para o figado: 2,05 + 0,03; e para
o cérebro: 2,17 + 0,01. A sintese do cDNA de cada amostra foi realizada a partir do
RNA total em Termociclador T100 (Bio-Rad) utilizando o cDNA High Capacity Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme instru¢des do fabricante.
A sintese de cDNA foi realizada nas seguintes condicdes: etapa 1 a 25 °C por 2
minutos, etapa 2 a 37 °C por 50 minutos, etapa 3 a 70 °C por 15 minutos e finalizada
a4 °C.

A gPCR foi realizada usando Platinum SYBR Green qPCR Supermix - UDG
(Invitrogen - Life Technologies, EUA) (10 uL™"), 1 uL de cada par de primers (20 pmol
uL™"), 2 uL de agua DEPC e 6 uL de cDNA (250 ng uL -') de cada amostra, elevando
o volume final da reacdo para 20 uL. As reacdes de qPCR foram realizadas nas
seguintes condi¢des: 95 °C por 3 min e 45 ciclos (95 °C/ 20 s, 60 °C/ 30 s e 55 °C/ 10
s) no equipamento CFX96 Real-Time System (Bio-Rad). A analise da curva de melting
foi realizada no final de cada reagdo com um gradiente de temperatura que variou de
60 °C a 95 °C, com 5 s de leitura a cada 0,5 graus. As reagdes foram realizadas em
duplicata. O software CFX Manager 3.1 (Bio-Rad) foi utilizado para acessar os dados.
A gPCR avaliou o gene ogg1 (8-oxoguanina DNA glicosilase) de reparo por excisao
de base (BER) e o gene B-actina foi utilizado como referéncia. Ogg1 primers: 5’ —
TCGGATTGTATTAGCCC - 3 (foward) e 5 — AAACCCAAAGATGGAGG - 3
(reverse). B-actina primers: 5 — CGAGCTGTCTTCCCATCCA - 3 (foward) e 5 —
TCACCAACCTAGCTGTCTTTCTG — 3’ (reverse). Os dados foram calculados usando
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o método AACT (Livak e Schmittgen, 2001).

2.5 Biomarcadores mutagénicos

O teste do micronucleo (MN) foi realizado com eritrocitos dos peixes de acordo
com a técnica descrita por Ueda et al. (1992). Também foi analisada a ocorréncia de
alteragdes eritrociticas nucleares (AENs) de acordo com Carrasco et al. (1990) e
Canedo et al. (2021). Para as analises, as laminas foram coradas com Laranja de
Acridina (Sigma-Aldrich) a 0,003% em tampao de Sorenson (KH2PO4, NaHPO4 com
pH 6,8) e cobertas com laminula. Um total de 3000 eritrocitos por peixe foram
examinados, em teste cego, em microscopio de fluorescéncia na objetiva de 100x,
anotando-se as frequéncias de MN e AENSs. A frequéncia de MN e das demais AENs
de cada grupo experimental foi calculada e expressa por 1000 células (em %o). As
classificacdes das alteragdes eritrociticas nucleares foram: a) micronucleo (MN); b)
nucleo segmentado (NS); c) nucleo lobulado (NL); e d) nucleo com constricdo ou em

“forma de rim” (NR), além da presencga de células binucleadas (CB).

2.6 Biomarcadores Bioquimicos

As amostras de corpo inteiro, branquias, figado e cérebro de D. rerio foram
homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio (0,1 M e pH 7,5), centrifugadas
(10.000 g, 20 min, 4°C) e o sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer (-75 °C) até
o momento das analises. Todas as analises bioquimicas foram realizadas por
espectrofotometria e padronizadas pela concentracdo de proteinas totais
(BRADFORD, 1976).

A peroxidacao lipidica foi estimada pelo ensaio TBARS, segundo Camejo;
Wallin; Enojarvi (1998), com base na produgcdo de malondialdeido (MDA), um dos
produtos finais da peroxidacdo lipidica, apds incubacdo das amostras com acido
tiobarbiturico (ex/ em: 530/ 590 nm. Para a avaliagdo de danos oxidativos em proteinas
(PCO), foi empregado o método descrito por Levine et al (1994). Este método consiste
em reagir o 2,4 dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com as proteinas carboniladas, formando
dinitrofenil-hidrazonas que podem ser detectadas a 370 nm. O conteudo de carbonilas
foi determinado em espectrofotdbmetro de microplaca a 360 nm utilizando o coeficiente

de absorgéo molar de 2,1x10* M-' cm™! para hidrazonas. O branco recebeu o0 mesmo
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tratamento, contudo sem a adicdo do DNPH.

A concentracao de glutationa (GSH) foi determinada de acordo com o método
de Beutler et al. (1963), através da reagado dos grupamentos -SH com o reagente de
cor 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzdico (DTNB), formando o tiolato (TNB) que foi
quantificado em 412 nm. A atividade da superoxido-dismutase (SOD) foi determinada
pela medida da inibigdo da taxa de redugao do citocromo ¢ pelo radical superoxido em
espectrofotdbmetro, a 550 nm, de acordo com McCord; Fridovich (1969). A atividade
da catalase (CAT) foi determinada através da velocidade de decomposi¢cédo de
peroxido de hidrogénio pela enzima (Beutler, 1975). O decréscimo de sua absorbancia
a 240 nm foi determinado durante 1 min. A atividade da glutationa peroxidase (GPx)
foi estimada indiretamente através da oxidagcao do NADPH em presenca de glutationa
redutase (GR) e o substrato glutationa oxidada, produzida pela acédo da GPx de acordo
com Hopkins; Tudhope (1973). A cinética da reacéo foi analisada por 1 minuto em
espectrofotdbmetro a 340 nm.

A atividade da CYP1A foi determinada por meio da atividade da Etoxiresorufina
o-deetilase (EROD), estimada pela taxa de conversdo da 7-Etoxiresorufina em
resorufina, seguindo-se o protocolo de Eggens e Galgani (1992). O aumento
progressivo da fluorescéncia, resultante da formacao de resorufina, foi medido a cada
minuto, durante 30 minutos (ex/em: 530/590nm). A atividade da glutationa S-
transferase (GST) foi determinada pelo monitoramento da complexagao da glutationa
reduzida (GSH) com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), de acordo com o
método descrito por Keen; Habig; Jakoby (1976). O aumento de CDNB conjugado foi
monitorado durante 1 minuto, em espectrofotometro a 340 nm.

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) no corpo inteiro e cérebro foi
estimada segundo o método descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Costa et
al. (2007), para leitura em espectrofotdmetro de microplacas a 415 nm. O produto da
degradacédo do iodeto de acetilcolina pela AChE reage com o DTNB formando
nitrobenzoato, que foi mensurado espectrofotometricamente a cada 3 minutos pelo

tempo total de 6 minutos.
2.7 Analises estatisticas

Os resultados dos biomarcadores obtidos nos diferentes tratamentos, foram

comparados entre si (CTR x LC x IMI x LC+IMI) por meio de testes paramétricos
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(ANOVA) ou nao-paramétricos (Kruskall-Wallis) pela andlise de variadncia de uma via
(one-way ANOVA), seguidos por testes de comparagdes multiplas (Student-Newman-
Keuls ou Dunn’s) quando indicado, de acordo com a distribuigdo dos dados
(normalidade e homogeneidade de variancia). Foi utilizado o software SigmaPlot 11.0,
considerando significativos valores de p< 0,05.

Além disso, os biomarcadores que apresentaram diferencas significativas
foram analisados com uma Analise de Componentes Principais (PCA) e uma matriz
de correlacdo foi criada para investigar as variaveis que explicaram a maior parte da
variagao e as correlagdes entre as variaveis. Usamos a funcao facto_summarize do
pacote factoextra R para tragar uma escala de cores da contribuicdo de cada variavel
para a explicagao de toda a variabilidade dos dados para a primeira (Dim1) e segunda
(Dim2) componentes concomitantemente. A PCA foi realizada no ambiente R

utilizando os pacotes FactoMineR, factoextra e ggplot2.
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3 RESULTADOS

Em nossos resultados ndo observamos mortalidade nos experimentos

genéticos e bioquimicos.
3.1 Escore de danos no DNA e express&o génica de ogg1

No corpo inteiro, sangue e figado, os peixes dos grupos experimentais LC, IMI
e MIX apresentaram escore de danos no DNA significativamente maiores que os
animais do grupo CTR (Fig. 1A). Ja nas branquias, os animais do grupo IMI
apresentaram escore de danos no DNA significativamente maior que os demais
grupos experimentais (Fig. 1A). Nao houve diferenga significativa no escore de danos
no DNA no cérebro entre os grupos experimentais (Fig. 1A). A expressao relativa de
0ogg1 nas branquias foi significativamente maior no grupo LC em comparagédo com os
demais grupos experimentais (Fig. 1B). Nos demais tecidos ndo houve diferenca

significativa na expressao relativa de ogg1 entre os grupos experimentais.
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Figura 1 — Escore de danos no DNA (A) no corpo inteiro, branquias, sangue, figado e cérebro; e
expressao relativa do gene ogg? (C) nas branquias figado e cérebro, em Danio rerio expostos a A-
cialotrina (LC: 0,15 yg L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L™"), isolados e em mistura (MIX), por 96 h. As
barras representam as médias e as linhas verticais o0 EP (n = 5 - 6). Letras diferentes indicam diferencga
significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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3.2 Frequéncia de AENs

Os animais dos grupos LC, IMI e MIX apresentaram um aumento significativo
na frequéncia de alteragdes eritrociticas nucleares totais (AENs totais) e nucleos em
forma de rim (NR) com relagdo ao grupo CTR (Fig. 2). Nao houve diferenca
significativa na frequéncia de nucleos segmentados e lobulados entre os grupos

experimentais. Além disso, ndo foram encontrados micronucleos e células

binucleadas.
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Figura 2 —Frequéncia (%0) de alteragdes eritrociticas nucleares totais, nucleo em forma de rim,
segmentado e lobulado, em Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™') e imidacloprido (IMI:
100 ug L™), isolados e em mistura (MIX), por 96 h. As barras representam as médias e as linhas
verticais o EP (n =5 - 6). Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais
(p < 0,05).
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3.3 Danos oxidativos

No corpo inteiro e no figado, os peixes expostos a LC apresentaram valores de
lipoperoxidagao (LPO) significativamente maiores em relagdo ao grupo CTR (Fig. 3A).
Nas branquias, os peixes expostos a LC e ao MIX apresentaram valores de
lipoperoxidagao significativamente maiores em relagao ao grupo CTR e IMI (Fig. 3A).
No cérebro, ndo houve diferenga significativa nos valores de LPO entre os grupos
experimentais (Fig. 3A).

Nao houve diferenga significativa nos valores de carbonilagdo de proteinas

(PCO) entre os grupos experimentais em nenhum tecido analisado (Fig. 3B).
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Figura 3 — Lipoperoxidacéo (A) e carbonilagdo de proteinas (B) no corpo inteiro, branquias, figado e
cérebro de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L),
isolados e em mistura (MIX), por 96 h. As barras representam as médias e as linhas verticais o EP (n
= 6). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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3.4 Defesas antioxidantes

No corpo inteiro e nas branquias ndo houve diferenga significativa entre os
grupos experimentais em relagdo a concentragdo de GSH (Fig. 4A) e nas atividades
da SOD (Fig. 4B), CAT (Fig. 4C) e GPx (Fig. 4D).

No figado, os peixes do grupo MIX apresentaram uma concentragédo de GSH
significativamente maior que os animais dos demais grupos experimentais (Fig. 4A).
Além disso, os peixes dos grupos LC e IMI apresentaram um aumento significativo na
atividade da CAT em relacdo ao grupo CTR (Fig. 4C). Nao houve diferenca
significativa nas atividades da SOD e GPx entre os grupos experimentais (Fig. 4B e
4D).

Em relagcdo ao cérebro, os animais dos grupos IMI e MIX apresentaram um
aumento significativo na concentracdo de GSH (Fig. 4A) e na atividade da CAT (Fig.
4C) com relagao ao grupo CTR. Além disso, os peixes do grupo IMI apresentaram um
aumento significativo nas atividades da SOD (Fig. 4B) e GPx (Fig. 4D), com relagéo

aos demais grupos experimentais.
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Figura 4 — Concentracdo de glutationa — GSH (A); atividade das defesas antioxidantes: superéxido
dismutase — SOD (B), catalase — CAT (C) e glutationa peroxidase — GPx (D) no corpo inteiro, branquias,
figado e cérebro de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 ug L") e imidacloprido (IMI: 100 ug
L™, isolados e em mistura (MIX), por 96 h. As barras representam as médias e as linhas verticais o EP
(n = 6). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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3.5 Enzimas de biotransformacao

No corpo inteiro, os animais do grupo MIX apresentaram um aumento
significativo da atividade da EROD em relagéo ao grupo LC (Fig. 5A). No figado, os
peixes do grupo MIX apresentaram um aumento significativo da atividade da EROD
em relagdo aos demais grupos experimentais (Fig. 5A). Nao houve diferenca
significativa na atividade da EROD entre os grupos experimentais nas branquias e no
cérebro (Fig. 5A). Além disso, ndo houve diferencga significativa na atividade da enzima

GST entre os grupos experimentais em nenhum tecido analisado (Fig. 5B).
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Figura 5 — Atividade das enzimas 7-etoxiresorufina o-deetilase — EROD (A) e glutationa s transferase
— GST (B) no corpo inteiro, branquias, figado e cérebro de Danio rerio expostos a A-cialotrina (LC: 0,15
pg L™ e imidacloprido (IMI: 100 ug L"), isolados e em mistura (MIX), por 96 h. As barras representam
as médias e as linhas verticais o EP (n = 6).
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N&o houve diferenga significativa na atividade da enzima AChE entre os grupos

experimentais em nenhum tecido analisado (Fig. 6).
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Figura 6 — Atividade da enzima acetilcolinesterase — AChE no corpo inteiro e cérebro de Danio rerio
expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 pg L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L™), isolados e em mistura (MIX),

por 96 h. As barras representam as médias e as linhas verticais o EP (n = 6).
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3.7 Analise de componentes principais (PCA)

A PCA mostrou que 48,4% da variabilidade dos dados pode ser
explicada pela primeira (Dim1 = 30,6%) e segunda (Dim2 = 17,8%) componentes (Fig.
7). A primeira componente (Dim1) esta fortemente associada aos biomarcadores
genotoxicos e mutagénicos: COM (corpo inteiro, sangue e figado), AENSs totais e NR.
Ja a segunda componente (Dim2) esta fortemente associada principalmente a
expressao do gene de reparo ogg7 e aos biomarcadores de estresse oxidativo: LPO
(corpo inteiro e figado), SOD (cérebro), CAT (cérebro) e GPx (cérebro).

Além disso, observamos que as variaveis COMci, COMsng, AENs e
NR estdo correlacionadas positivamente entre si. Assim como, LPOci vs LPOfig; e
GSHcer vs GPXcer. Nao foram encontradas correlagdes negativas entre os
biomarcadores. Por fim, as varidaveis que mais contribuiram para explicar a
variabilidade dos dados para a Dim1 e Dim2 juntas foram: COMci (8,38%); CATcer
(8,29%); e AENSs (8,11%). A variavel com a menor contribuigdo foi a ERODci (1,24%).
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Figura 7 — Anadlise de componentes principais (PCA) dos biomarcadores medidos no Danio rerio
expostos a A-cialotrina (LC: 0,15 pg L™") e imidacloprido (IMI: 100 ug L™), isolados e em mistura (MIX),
por 96 h. Os vetores representam os biomarcadores analisados que apresentaram diferencas
significativas em cada tecido. Eles sdo apresentados pelas abreviagdes dos biomarcadores +
abreviacdes dos tecidos. Biomarcadores: COM (cometa), AENs (alteragbes eritrociticas nucleares
totais), NR (nucleo em forma de rim), LPO (lipoperoxidagdo), GSH (conteudo de glutationa), SOD
(atividade da superdxido dismutase), CAT (atividade da catalase), GPX (atividade da glutationa
peroxidase), EROD (7-etoxiresorufina o-deetilase). Tecidos: ci (corpo inteiro), br (branquias), sng
(sangue), fig (figado) e cer (cérebro). As diferentes cores dos vetores estao relacionadas a contribuicéo
de cada variavel (biomarcador) para toda a variabilidade dos dados (contrib), no qual, um vetor
vermelho € mais influente e um azul € menos influente.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demostrado que inseticidas formulados a base de LC e IMI,
isolados e em mistura, apresentaram toxicidade para o teledsteo D. rerio e as baixas
concentragdes utilizadas foram capazes de promover multiplas alteracées em varios
biomarcadores e em diferentes tecidos do animal e até mesmo no corpo inteiro.

O potencial genotdxico do IMI foi demonstrado, pois observamos um aumento
significativo no escore de danos no DNA no corpo inteiro, branquias, sangue e figado
nos peixes do grupo IMI. Além disso, observamos um aumento na frequéncia de AENs
totais e de nucleos em forma de rim, apds a exposi¢cao ao IMI. Contaminantes que
possuem radicais alquila, como € o caso do IMI, podem causar alquilagcdo do DNA,
induzindo danos no material genético (Ge et al., 2015). Além disso, 0 excesso de
espécies reativas de oxigénio (ERO) gerado pela presenga do xenobidtico pode
causar danos as bases do material genético (cross-linking e ruptura da cadeia de
DNA) e lipoperoxidagao, sendo que a proépria lipoperoxidagao gera radicais superoxido
e radicais alquila (Ge et al., 2015).

Ja os animais expostos a LC apresentaram um aumento significativo no escore
de danos no DNA no corpo inteiro, sangue e figado. Assim como o IMI, a exposi¢ao a
LC promoveu um aumento na frequéncia de AENSs totais e nucleos em forma de rim.
E possivel que devido a hidrofobicidade dos piretroides, eles podem ter atravessado
facilmente as membranas celulares e ter atingido o DNA, interagindo com o material
genético por meio de sua porgao acida (Saxena; Chauhan; Gupta 2005). A ligagao de
piretroides com o DNA pode causar a desestabilizagdo da estrutura do material
genético e o desenrolamento da hélice do DNA, induzindo até mesmo danos
cromossOmicos (Saxena; Chauhan; Gupta 2005).

Em relagdo aos animais expostos a MIX, observamos um aumento no escore
de danos no DNA no corpo inteiro, sangue e no figado. Também observamos um
aumento na frequéncia de AENSs totais e nucleos em forma de rim, assim como visto
na exposicao aos inseticidas isolados. No sangue, podemos notar que a ocorréncia
de danos no DNA dos peixes do grupo MIX foi diferente quando comparada ao grupo
IMI, mas apresentou valores similares ao grupo LC. Podemos sugerir neste caso que
parte do efeito da MIX pode estar relacionado a presenca da LC e que provavelmente
nessa situagao os contaminantes isolados nao estejam interagindo entre si.

Além disso, observamos um aumento de lipoperoxidagdo no corpo inteiro,
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branquias e figado nos animais expostos a LC. Notamos ainda, que a exposicao a
MIX causou também um aumento de lipoperoxidacdo nas branquias. Como as
branquias estdo em contato direto com a agua, os contaminantes provavelmente séo
absorvidos pela superficie branquial e depois sao distribuidos para outros tecidos pelo
sangue. Isto torna as branquias um orgdo muito sensivel a acdo desses
contaminantes. Além do mais, podemos sugerir que parte do efeito da MIX observado
nesse tecido pode ser relacionado a LC, visto que o IMI ndo causou danos oxidativos.

Sabe-se que piretroides sdo capazes de causar estresse oxidativo em peixes,
assim como os seus produtos da biotransformacao (Slalinova et al., 2009). E possivel
gue o dano ao material genético também possa ter sido afetado por outros processos
bioquimicos. Desta forma, parte dos danos ao DNA observados nos diferentes tecidos
de D. rerio podem se originar do acumulo combinado ERO e produtos da
lipoperoxidacao, apoptose celular e ainda, dos efeitos diretos dos contaminantes (Ge
et al., 2015).

O aumento de radicais livres além de intensificar danos ao DNA, pode até
mesmo alterar a expressao génica desses animais (Ge et al., 2015). Um dos produtos
de oxidagdo mais comum do DNA é a lesdo de base 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-
ox0G), que é reparada pela via de reparo por excisdo de base (BER), iniciada pela 8-
oxoguanina DNA glicosilase (ogg1) (Wang et al., 2018). Apdés a exposicao a LC
notamos um aumento significativo na expressao relativa de ogg7 nas branquias, que
conforme citado anteriormente, estdo em contato direto com a agua e os
contaminantes dissolvidos. Entre os processos de reparo do DNA, o reparo de DNA
por excisdo de base (BER) é o principal mecanismo para reparar lesdes na base do
DNA e quebras de fita simples (Kienzler et al., 2013). Isto mostra que o sistema de
reparo nesse tecido foi eficaz, visto que esse inseticida ndo promoveu um aumento
no escore de danos no DNA. O sistema de reparo do DNA desempenha um papel vital
na protegao contra o dano oxidativo, assim como, as enzimas antioxidantes (Shi et al.,
2011).

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a produg¢ao de ERO e as
defesas antioxidantes. A GSH e outros peptideos contendo tiol desempenham um
papel importante na defesa celular contra a toxicidade dos contaminantes (Aoiadni et
al., 2022). Além disso, enzimas como a SOD, GPx e CAT representam os principais
sistemas enzimaticos de defesa antioxidante, os quais protegem as células contra a

toxicidade dos radicais livres (Aoiadni et al., 2022). Em resposta ao estresse oxidativo,
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0s peixes podem ativar estes mecanismos de defesa, aumentando suas atividades
antioxidantes para lidar com os radicais livres (Ullah et al., 2019).

Em nossos resultados, observamos que as defesas antioxidantes no corpo
inteiro, branquias e figado ndo foram eficazes para evitar a lipoperoxidagao promovida
pela exposi¢do a LC. Indicando que mesmo em baixas concentragdes esse inseticida
pode causar danos oxidativos nessa fase de desenvolvimento. Observamos essa
ineficiéncia do sistema antioxidante novamente nas branquias dos animais expostos
a MIX, ja que esse sistema foi incapaz de prevenir lipoperoxidagdo nesse 6rgéo. No
figado, o aumento da GSH do grupo MIX e da atividade da CAT no grupo IMI, foram
suficientes para evitar o estresse oxidativo nos animais expostos a esses grupos.
Demonstrando ainda, uma possivel interagao sinérgica entre os inseticidas na GSH.

Dentre todos os tecidos estudados, o cérebro foi 0 Unico que nao apresentou
danos no DNA e danos oxidativos em proteinas e lipidios, apresentando apenas
alteragdes no sistema antioxidante desse 6rgéo. Isso pode ser explicado, visto que os
contaminantes levam mais tempo para chegar ao cérebro do que outros tecidos,
devido a presenga da barreira hematoencefalica (BHE). Esses produtos serdo
transportados pelo sangue do trato gastrointestinal para o figado e bago, depois para
0s rins e musculos e, posteriormente, para o cérebro, onde a bioacumulacéo € limitada
devido BHE (Dang et al., 2016).

Os inseticidas piretroides e neonicotinoides possuem uma baixa penetracéo na
BHE, porém, dependendo das concentragdes utilizadas, esses contaminantes podem
contribuir para potenciais impactos negativos no sistema nervoso central dos
organismos nao-alvo (Gupta; Agarwal; Shukla, 2000; Selvam; Srinivasam, 2019;
Campbell et al., 2022). Apesar de nao observarmos alteragdes na expressao relativa
de ogg1, o cérebro possui uma alta capacidade de reparo de DNA por excisdo de base
(BER), que pode ser de 2 a 3 vezes maior que no figado e nas branquias por exemplo
(Walter et al., 2001).

Além disso, o sistema antioxidante do cérebro respondeu bem aos efeitos
promovidos pelo IMI. O aumento da concentragado de GSH juntamente com o aumento
nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx foram suficientes para
que esse inseticida ndo promovesse lipoperoxidacdo e carbonilacdo de proteinas
nesse tecido, protegendo este 6rgado do estresse oxidativo. Podemos sugerir ainda
que o aumento da atividade da CAT observada na MIX se deve ao efeito do IMI, ja

que neste tecido a LC na concentragao testada ndo promoveu alteragdes significativas
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no sistema antioxidante desse animal na fase de desenvolvimento analisada.

O processo de biotransformacdo desempenha um papel significativo nas
diferencas de suscetibilidade entre as espécies. Espécies resistentes sao capazes de
desintoxicagcdo, enquanto espécies mais suscetiveis tendem a biotransformar os
compostos originais em produtos intermediarios mais reativos que podem ser mais
téxicos (Schlenk, 2005). Em nossos resultados, observamos um aumento na atividade
da EROD, que traduz a atividade das enzimas de fase | da biotransformagao, no
figado dos animais expostos a MIX em relacdo aos demais grupos experimentais,
indicando uma possivel interagao sinérgica entre os inseticidas. O figado é o principal
orgao de biotransformacgao, embora atividades extra-hepaticas também podem ser
observadas em outros tecidos, como rins, intestino e branquias de peixes (Schlenk,
2005). Na mistura de inseticidas neonicotinoides com piretroides, os ingredientes
ativos de ambas as classes quimicas podem se complementar (Moradi et al., 2019).
Isso significa que a agado secundaria de um produto pode estar interferindo na acao
de outro contaminante, aumentando assim, o efeito da mistura (Jia et al., 2009). Ja a
atividade da GST néo se alterou significativamente durante a exposigao de 96 h. Uma
possivel explicagao para esse fenbmeno € que os produtos convertidos da fase | de
biotransformagéo nao conseguiram atingir niveis adequados para ativar a GST (Ge et
al., 2015), ou nao passam por esta via de conjugacao.

Os inseticidas LC e IMI sdo neurotdxicos, pois afetam o sistema nervoso dos
organismos-alvo (Burr; Ray, 2004; Gibbons; Morrissey; Mineau, 2015). Entretanto,
para D. rerio ndo observarmos alteracdes na atividade da AChE no corpo inteiro e no
cérebro nas concentragdes testadas. Entretanto, alguns autores ja observaram que
piretroides e neonicotinoides promovem alteragdes na atividade dessa enzima em
peixes. Topal et al. (2017), apds expor a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) por 21
dias ao imidacloprido nas concentragbes de 5, 10 e 20 mg L', observaram que esse
inseticida causa a inibicao da atividade da AChE nas concentragdes de 10 e 20 mg L-
. Porém, as concentragbes utilizadas pelos autores sdo bem mais elevadas do que
as concentragdes utilizadas no presente estudo, que visa manter concentragcdes
ecologicamente relevantes. Ja Vieira e Martinez (2018), observaram que diferentes
concentragdes de LC (0,005 a 0,5 ug L"), causam inibigdo da atividade da AChE em
Prochilodus lineatus, apos 96 h de exposi¢cao. Assim, é possivel que o D. rerio seja
mais tolerante que P. lineatus, e por isso ndo observamos efeitos na atividade da

AChE ao expor esses animais a LC.
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A integragcao de todos os biomarcadores na PCA demonstrou que a primeira
componente (Dim1 — 30,6%) esta mais relacionada aos biomarcadores genotoxicos e
mutagénicos, que estdo significativamente correlacionadas entre si. Isto indica o
quanto esses métodos foram sensiveis a exposicdo desses contaminantes,
demonstrando que séo importantes ferramentas a serem utilizadas para estudos com
multiplos biomarcadores.

Ja a segunda componente (Dim1 — 17,8%) esta mais relacionada a expressao
génica do gene ogg1 e aos biomarcadores de estresse oxidativo. Esses resultados
indicam o quanto o sistema de reparo do DNA e as defesas antioxidantes s&o
importantes para esse organismo, representando uma importante resposta

antioxidante para o teledsteo D. rerio.

107



Capitulo Il

5 CONCLUSAO

Nossos resultados mostram claramente que os inseticidas isolados e em
mistura, mesmo em baixas concentragdes, sao capazes de promover alteracbes em
biomarcadores genotoxicos e bioquimicos em diferentes tecidos e no corpo inteiro,
apos 96 h de exposigao. Em algumas situagdes a LC parece influenciar mais no efeito
da mistura (Danos no DNA em eritrécitos e LPO em branquias). Ja o IMI parece
influenciar no efeito da mistura apenas na CAT do cérebro. Além disso, observamos
uma possivel interacdo sinérgica entre os inseticidas na atividade da EROD e no
conteudo de GSH no figado. A PCA indicou que os biomarcadores que mais
contribuiram para a variabilidade dos dados foram os relacionados aos danos no DNA
e ao sistema antioxidante. O cérebro foi o Unico érgdo que nao sofreu danos no DNA
e nem danos oxidativos, provavelmente devido a presenga da BHE e do sistema
antioxidante eficaz. Isso indica que cada 6rgao responde diferente devido as suas
funcbes e caracteristicas. Como os inseticidas estudados sido constantemente
utilizados na agricultura é provavel que suas concentragdes em aguas superficiais
aumentem ao longo dos anos, tornando-se prejudiciais aos peixes tanto na forma
isolada quanto em mistura, o que destaca a necessidade de mais estudos para

determinar seus niveis seguros para o ecossistema aquatico.
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CAPITULO IV

CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho fornece informacgdes relevantes sobre os efeitos
dos inseticidas formulados a base de A-cialotrina (LC) e imidacloprido (IMl), isolados
e em mistura (MIX), nas fases embriolarval e adulta de Danio rerio, ap6s 96 h de
exposi¢cao. Em cada artigo, os resultados foram discutidos de forma individual para

cada fase do desenvolvimento e a integragao destes permite as seguintes conclusées:

1) Na fase embriolarval, os inseticidas formulados LC e IMI, isolados e em mistura,
causaram aumento na taxa de mortalidade de embrides. Em contrapartida, esses
contaminantes ndao promoveram mortalidade na fase adulta. Indicando que a fase
embriolarval pode ser mais sensivel que a fase adulta. Nao confirmando a primeira
hipétese. Além disso, a exposigao a esses inseticidas promoveu diminuicdo na taxa
de eclosdo de larvas. Esses resultados indicam que esses contaminantes em
concentracbes ecologicamente relevantes podem afetar o desenvolvimento do

teledsteo D. rerio. Confirmando assim, a nossa segunda hipotese.

2) A MIX em algumas situagdes na fase embriolarval (LPO e GSH) e adulta (GSH e
EROD no figado) demonstrou possiveis interagdes sinérgicas entre os inseticidas, o

que confirma em parte na nossa terceira hipétese.

3) Na fase embriolarval, os danos genotdxicos ndo estdo correlacionados com os
danos oxidativos. Na fase adulta, podemos sugerir que parte dos danos no DNA
observados no corpo inteiro e figado podem ter sido causados pelas ERO, ja que
nessas situagdes observamos aumento de lipoperoxidagdo nos animais expostos a

LC. Esses resultados corroboram em parte com nossa quarta hipotese.

4) A quinta e sexta hipoteses nao foram confirmadas, a agao desses inseticidas nao
afetou negativamente as defesas antioxidantes e o sistema de reparo das fases
embriolarval e adulta, pelo contrario, em algumas situa¢des foram ativadas. Do
mesmo modo, esses produtos ndo chegaram a inibir a atividade das enzimas de

biotransformagdo nem da acetilcolinesterase nas concentragdes testadas.

5) Na fase embriolarval, a LC ndo promoveu danos no DNA e LPO. Entretanto, na
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fase adulta, esse inseticida causou danos no DNA (corpo inteiro, sangue e figado) e
LPO (corpo inteiro, branquias e figado). Esses resultados indicam que a fase adulta
parece ser mais sensivel a agao da LC em relacéo a fase embriolarval. Em relagao ao
IMI, as larvas expostas a esse inseticida apresentaram aumento no escore de danos
no DNA, assim como nos adultos (corpo inteiro, branquias, sangue e figado),
entretanto, ndo observamos LPO em larvas e adultos, indicando que o IMI na
concentracao testada parece nao causar danos oxidativos. Por fim, as larvas expostas
a MIX nao apresentaram danos no DNA, mas apresentaram LPO. Nos adultos, a MIX

promoveu danos no DNA (corpo inteiro, sangue e figado) e LPO nas bréanquias)

6) Na fase embriolarval, o IMI parece influenciar no efeito da MIX na taxa de eclosédo
em 72 hpf. Nos adultos, o IMI parece influenciar no efeito da MIX na atividade da CAT
(cérebro). Em relagao a LC, esse inseticida parece influenciar no efeito da MIX nos
danos no DNA (figado) e LPO (branquias).

7) O cérebro foi 0 Unico 6érgao que nao apresentou danos no DNA e danos oxidativos
em lipidios e proteinas, provavelmente devido a presenca da BHE que impede que os
contaminantes cheguem facilmente nesse 6rgao. Além disso, o sistema antioxidante

deste 6rgdao demonstrou ser eficaz, evitado danos oxidativos nesse tecido.

8) A PCA aplicada nos resultados com os adultos demonstrou que os biomarcadores
que mais contribuiram para a variabilidade dos dados foram: danos no DNA, AENs
totais e CAT. Esses métodos foram sensiveis, demonstrando que sao importantes
ferramentas a serem utilizadas em testes agudos, podendo contribuir para o

monitoramento de areas contaminadas por inseticidas.

9) Os resultados em conjunto, demonstraram que ambos os inseticidas, isolados e em
mistura e em concentragdes ecologicamente relevantes, promovem efeitos deletérios
em diferentes fases de desenvolvimento de D. rerio. O IMI parece promover mais
efeitos subletais na fase embriolarval do D. rerio, enquanto a LC apresenta mais
efeitos subletais na fase adulta. A mistura de ambos os inseticidas causou diversos
efeitos subletais para as duas fases de desenvolvimento, muitas vezes alterando

biomarcadores que os inseticidas isolados n&o alteraram.
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APENDICES

APENDICE A - Imagens da fase embriolarval

Embrido coagulado
(24 hpf)

Somitos (48 hpf)
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Cauda descolada
(48 hpf)

» Larva eclodida (72 hpf)
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» Larva eclodida (96 hpf)

10 ym

APENDICE B - Classes de danos no DNA

classe 0 classe 1 classe 2 classe 3

%

Em forma de rim

Segmentado

* ¢ Lobulado
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