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‘A menos que modifiquemos a nossa
maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma
como nos acostumamos a ver o mundo’.
(Albert Einstein)



AGRADECIMENTOS

Gratiddo ao meu Deus, que em todos 0os momentos ndo me desamparou € me

deu forca e sabedoria para chegar até aqui.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Pabyton Cadena, por toda ciéncia, exemplo e

incentivo necessarios para meu crescimento académico e profissional.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Bruno Nunes, por todo conhecimento e atencao

nessa jornada académica.

Ao0s meus pais, por todo amor e educacao, que me tornaram um ser pensante e
me fizeram querer voar cada vez mais alto, acreditar que sou capaz e posso sempre

fazer melhor que antes. Serei eternamente grata a vocés!

Ao marido e companheiro de aventuras Augusto, por estar ao meu lado em todos
0S momentos, por sonhar e construir junto comigo um futuro, obrigado toda sua
dedicacdo e amor. As minhas cachorrinhas Rubi e Suri, que mesmo sem falar nada

demonstram tanto amor e tornaram meus dias mais alegres.

Aos meus familiares que sempre oram e comemoram minhas conquistas. Mas
em especial, Mily, Tia Flavia e Tio Roberto que desde crianga me apoiam tanto, e que

me possibilitaram experiéncias que expandiram meus horizontes. Minha gratid&o!

Aos amigos e companheiros de doutorado Jadson, Renata, Thamires e Marilia,
por me ajudarem e colaborarem com minhas pesquisas, por tornarem meu trabalho

e meus dias no laboratério mais leves e acolhedores.

Aos peixinhos tdo especiais, que tanto cuidei e admiro, que serviram como

animais de estudo e ajudaram a responder minhas perguntas nesta pesquisa.

Ao programa de Pés-Graduacgédo em Biociéncia Animal, pelo apoio a pesquisa e
oportunidade. A CAPES, pelo apoio financeiro para ao desenvolvimento desta

pesquisa.

Agradeco de coragéo a todos que, de alguma forma, deram sua contribuicao
para eu chegar até aqui. E um capitulo que se conclui, para outro comecgar. Muito

obrigado!



RESUMO

A contaminacdo das aguas superficiais por agrotoxicos € comumente associada a
uma combinacdo de substancias ao invés de um U(nico composto, pois varios
ingredientes ativos sdo comumente aplicados simultaneamente as culturas e/ou uma
variedade de culturas utilizam as mesmas fontes de agua. Mas a avaliacdo atual dos
efeitos destes agrotéxicos € predominantemente com base nas substancias isoladas,
portanto, a relevancia ecoldgica pode estar subestimada. Mediante a isto, o presente
estudo teve como objetivo investigar os efeitos do uso combinado de trés agrotoxicos,
o sulfentrazona, o fipronil e o carbendazim. Para isto, foram analisados a letalidade,
subletalidade e epibolia em embrides de zebrafish, e alteracbes comportamentais em
larvas de zebrafish, através dos testes de tigmotéxia, sensibilidade ao toque, resposta
optomotora, bolas saltitantes e atividade exploratéria. Os trés pesticidas isolados
causaram efeitos toxicos nos embrides. O sulfentrazona foi o mais letal, apresentando
diferenca significativa nas trés concentracdes utilizadas, apresentando até 50% de
coagulacdo dos ovos. Assim como, no teste de epibolia os pesticidas isolados
carbendazim e sulfentrazona, reduziram o percentual de epibolia mais do que suas
misturas em relacdo em relacéo ao controle, reduzindo 30% e 25% respectivamente.
Porém, nos testes comportamentais houve alteracdes significativas nas larvas
expostas aos pesticidas isolados e também suas misturas. No teste das bolas
saltitantes todos 0s grupos expostos apresentaram diferenca significativa em relacao
ao controle, sendo o carbendazim o que apresentou maior diferenca, mais de 30% de
diferenca na resposta ao estimulo e 40% no agrupamento das larvas. No teste de
atividade exploratéria foi possivel observar o efeito sinérgico das misturas binarias,
significativamente na mistura carbendazim + fipronil, reduzindo até 10 cm a distancia
percorrida e 10 cm/s a velocidade média das larvas em relagédo ao controle. Através
dos nossos resultados observamos que a toxicidade das misturas difere dependendo
do endpoint analisado. Por isso trabalhos que busquem entender os efeitos das
misturas de pesticidas sdo importantes, porque ajudaréo a entender seus efeitos de
forma mais realista, pois os efeitos aditivos destas misturas ainda sdo pouco

compreendidos.

Palavras-chave: Peixe, Misturas de pesticidas, Epibolia, Teratogenicidade, Efeitos

comportamentais.



ABSTRACT

Contamination of surface water by pesticides is commonly associated with a
combination of substances rather than a single compound, as multiple active
ingredients are commonly applied simultaneously to crops and/or a variety of crops
utilize the same water sources. But the current evaluation of the effects of these
pesticides is predominantly based on the isolated substances, so the ecological
relevance may be underestimated. Therefore, this study aimed to investigate the
effects of the combined use of three pesticides, sulfentrazone, fipronil and
carbendazim. For this, we analyzed lethality, sublethality and epiboly in zebrafish
embryos, and behavioral changes in zebrafish larvae, through tests of thigmotaxis,
touch sensitivity, optomotor response, bouncing balls and exploratory activity. The
three pesticides isolated caused toxic effects on the embryos. Sulfentrazone was the
most lethal, showing a significant difference in the three concentrations used, with up
to 50% of egg coagulation. As well as, in the epiboly test, the isolated pesticides
carbendazim and sulfentrazone, reduced the percentage of epiboly more than their
mixtures in relation to the control, reducing 30% and 25% respectively. However, in
the behavioral tests there were significant changes in the larvae exposed to the
isolated pesticides and also their mixtures. In the bouncing balls test, all exposed
groups showed a significant difference in relation to the control, with carbendazim
being the one that showed the greatest difference, more than 30% difference in the
response to the stimulus and 40% in the grouping of the larvae. In the exploratory
activity it was possible to observe the synergistic effect of the binary mixtures,
significantly in carbendazim + fipronil, reducing up to 10 cm the distance travelled and
10 cm/s the average speed of the larvae in relation to the control. Through our results
we observed that the toxicity of the mixtures differs depending on the analyzed
endpoints. Therefore, studies that seek to understand the effects of pesticide mixtures
are important, because they will help to understand the effects more realistically, since

the additive effects of these mixtures are still poorly understood.

Keywords: Fish, Pesticides Mixture, Epiboly, Teratogenicity, Behavioral effects.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre 0s paises que mais exportam produtos agropecuarios, o que
fortalece a influéncia econémica e politica deste setor. A expansdo do agronegocio
tem levado a perda do valor do alimento humano, transformando-o em mercadoria e
reduzindo sua qualidade nutricional (GABOARDI et al., 2019). A presséo politica pela
liberalizacdo do uso de agrotoxicos tem sido crescente, gerando um embate entre o
setor ruralista e instituicbes da area de protecdo a salude e ao meio ambiente
(CANDIOTTO et al., 2017). Assim, impactos socioambientais como a reducao da
diversidade biolégica e de ecossistemas, a contaminacdo das aguas, do solo e de
seres humanos, sobretudo trabalhadores rurais, decorrentes da utilizacdo
indiscriminada de agrotéxicos nas lavouras brasileiras costumam ser ignoradas e
negligenciadas (CARNEIRO et al., 2015)

Desde 2008 o Brasil ocupa o posto de maior consumidor mundial de agrotoxicos
(SINDAG, 2015). Segundo dados do Dossié da Associacdo Brasileira de Saude
Coletiva (PIGNATI, et al., 2017) o pais consome em média 7 litros per capita de
agrotéxico a cada ano, o que resulta em mais de 70 mil casos de intoxica¢des agudas
e crbnicas em igual periodo. Isto tem ocorrido principalmente pela maximizacdo das
culturas de soja, algodao, milho, cana-de-acucar e citros, representando 82% deste
consumo. A classe de herbicidas é a mais utilizada seguida pelas de inseticidas,
fungicidas e acaricidas (ANVISA, 2012). Estas substancias chegam aos corpos
d’agua por diversas fontes pontuais ou difusas, como escoamentos, lixiviagoes,
pulverizacdo ou drenagens (DEMIRCI et al., 2018). Eles raramente séo detectados
nos ambientes aquaticos como compostos isolados, pois 0s herbicidas, inseticidas e
fungicidas sao frequentemente aplicados juntos em uma mistura ou porque um Unico
corpo d’agua supre a demanda aquifera de mais de uma cultura agricola
(GUNGORDU et al., 2016).

No ano de 2019, o ritmo de liberagcdo de agrotoxicos no pais € o maior ja
documentado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2019). Estdo os ingredientes
ativos sulfentrazona e fipronil. O sulfentrazona (C11H10Cl2F2N4O3S) é um herbicida,
banido na Unido Europeia desde 2009 por sua toxicidade, porém no Brasil € bastante
utilizado nas culturas de abacaxi, café, cana-de-agucar, citros, eucalipto, fumo e soja
no combate a plantas daninhas (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Segundo a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria, o sulfentrazona possui classificagcdo toxicologica
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Classe |, isto €, extremamente toxico a saude humana (ANVISA, 2014). O fipronil
(C12H4Cl2FsN4OS) é um inseticida, que desde 2004 € proibido em diversos paises
europeus por causar a mortalidade das abelhas (EFSA, 2013), porém no Brasil, onde
esta presente em varios produtos antiparasitarios de animais domeésticos e infestacao
de residéncias, além de ser utilizado nas culturas de cana-de-acucar, milho, soja,
algodao, batata, arroz, eucalipto, amendoim, feijdo, girassol, sorgo e pastagens
(ANVISA, 2017). O Carbendazim (C9H9N30O2) € apontado como o0 agrotoxico de maior
concentracdo presente nos alimentos da mesa brasileira, segundo o relatério do
Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos — PARA (ANVISA,
2016). O carbendazim é um fungicida a base de benzimidazol mais amplamente
utilizado em culturas de algodao, citros, soja e trigo, arroz, feijdo e milho, horticultura,
floresta, em jardinagem domeéstica, como conservante de pintura, fabricacdo de papel,
téxtil, indastria do couro e frutas (ANVISA 2002).

A avaliacdo atual dos efeitos tdxicos destas substancias € predominantemente
com base nas substancias isoladas, portanto, a relevancia ecoldgica pode estar
subestimada (BRODEUR et al., 2014). Uma vez que estas substancias geralmente
sdo usadas combinadas simultaneamente a outra, dificultando a compreensdo de
como as comunidades ecoldgicas respondem a eles. Desafiando também a avaliagao
da toxicidade, pois os efeitos acumulativos de tais combinacdes podem criar
surpresas quando ocorrem interacdes, podendo produzir efeitos toxicos aditivos
(sinérgicos ou antagbnicos) (JACKSON et al., 2016).

Mediante a todas essas evidéncias, estudos sobre misturas de agrotéxicos sdo
imprescindiveis para compreensao dos efeitos destas combinacdes, por isso, testes
ecotoxicolégicos sao de suma importancia pois fornecem informac¢6es fundamentais
para a andlise e gestdo do risco ecoldgico, tornando-os amplamente Uteis na
formulacgéo e instituicdo de politicas normativas e medidas administrativas que visem
definir os limites toleraveis de emisséo e concentracdo de substancias quimicas no
ambiente (CHAPMAN, 2002), para isso 0s peixes sao excelentes ferramentas no
acompanhamento da qualidade dos ambientes, servindo como importantes
bioindicadores, pois respondem de varias maneiras a contaminacdo ambiental
(MARTINEZ; SOUZA, 2002).

O Danio rerio, tem sido amplamente utilizado em estudos toxicoldgicos, por

apresentar diversas vantagens que torna uma espécie modelo para ensaios
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toxicoldgicos. Entre elas se destacam: um ciclo de vida rapido, grande quantidade de
embrides produzidos a cada ciclo de reproducgéo, tamanho pequeno, sensibilidade a
diversas substancias, similaridade genética e comportamental com seres humanos
(TESOLIN et al.,, 2014). Desta forma, o presente projeto propds a avaliacdo dos
efeitos toxicos de combinacdes entre um herbicida, um inseticida e um fungicida em
embrides e larvas de zebrafish um tradicional modelo de organismo aquatico
padronizado pela Organizacédo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OCDE, 2013).

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos dos agrotéxicos carbendazim, fipronil e sulfentrazona

isolados e misturados em embrides e larvas de zebrafish.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Realizar ensaios toxicoldégicos com misturas binarias e terciarias dos

agrotoxicos;

. Mensurar os efeitos letais (coagulacdo) e subletais (efeitos
teratogénicos) dos agrotéxicos isolados em embrides de zebrafish com

24 horas pos fecundagéo (hpf);

[ll. Analisar o processo de epibolia em embrifes de zebrafish com 8 hpf

expostos aos agrotoxicos isolados e misturados;

IV. Avaliar as alteragbes comportamentais de larvas de zebrafish com

144 hpf expostas aos agrotéxicos isolados e misturados.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. AGROTOXICOS E SEU USO NO BRASIL

O registo mais antigo do uso dos agrotéxicos, datam de cerca de 1200 antes de
Cristo, descreveu o uso de sal e de cinzas em campos conquistados por exércitos
biblicos, para tornar as terras improdutivas. Esse, possivelmente, foi primeira

utilizagéo de herbicidas néo seletivos pela humanidade (JARDIM et al., 2009). As
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substancias especificas para os agrotéxicos, s6 vieram a ser formuladas durante a
primeira guerra mundial, mas passaram a ser utilizados como defensivos agricolas,
na década de 40, durante a segunda guerra mundial, onde também tiveram a funcao
de armas quimicas (SOARES, 2008). A partir da década 60, o uso destes produtos
quimicos cresceu exponencialmente devido a chamada Revolucéo Verde, que, por
meio da mecanizacéo e da insercao de formulagbes de novos produtos, modificou o
processo tradicional de producédo agricola (MAZOYER; ROUDART, 2010).

As primeiras industrias de agrotoxicos no Brasil datam da década de 40. No
entanto, somente em 1970 foi constituido o parque industrial brasileiro de agrotoxicos
(TERRA; PELAEZ, 2009). Com a implementacdo da chamada “modernizacdo da
agricultura” no Brasil, foi criado o Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR) em 1965
e o Programa Nacional de Defensivos Agricolas em 1975, importantes iniciativas para
a expansao do comércio de agrotoxicos. A partir disso, a industria e comércio de
agrotéxicos cresceu de forma significativa e, desde 2008, o Brasil passou a ser o

maior consumidor de agrotéxicos do mundo (CARNEIRO et al., 2015).

De acordo com a Lei Federal 7.802, de 11 de julho de 1989, os agrotdxicos sao
definidos como os produtos usados nos setores de producdo e beneficiamento de
produtos agricolas, no armazenamento, na protecao de florestas, nas pastagens e de
outros ecossistemas. Também sado produtos destinados ao uso em ambientes
urbanos, industriais e hidricos, com a finalidade de controle da composicéo da flora
ou da fauna, com o intuito de evitar a agcao danosa de organismos vivos considerados
nocivos, assim como as substancias e produtos empregados, tais como desfolhantes,

dessecantes, inibidores de crescimento e estimuladores (BRASIL, 1989).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), a
definicao de agrotoxico é: [...] qualquer substancia ou misturas de substancias usadas
para prevenir, destruir ou controlar qualquer praga — incluindo vetores de doencas
humanas e animais, espécies indesejadas de plantas ou animais, causadoras de
danos durante (ou interferindo na) a produgdo, processamento, estocagem,
transporte ou distribuicdo de alimentos, produtos agricolas, madeiras e derivados —
ou que deva ser administrada para o controle de insetos, aracnideos e outras pestes

gue acometem 0s corpos de animais de criagédo (FAO, 2003).
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Os agrotoxicos podem ser classificados com base em diferentes critérios,
segundo a sua origem, podendo ser inorganicos (produzidos a partir de compostos
de mercurio, bario, enxofre e cobre), organicos (possuem atomos de carbono em sua
estrutura) ou de origem vegetal, bacteriana e fungica (antibioticos) (SANCHES et al.,
2003) ou de acordo com seu modo de acgdo (herbicidas, inseticidas, fungicidas,
acaricidas e etc.) (GAVRILESCU, 2005).

Este processo de modernizacdo da agricultura, trouxe consigo 0 USO
generalizado destes compostos, e sem as devidas instrucbes sobre suas
propriedades e formas de utilizacdo desses compostos, diversos problemas
comecaram a aparecer, dentro e fora dos agroecossistemas, como: contaminac¢éo do
solo e da agua, residuos em alimentos, efeitos em organismos néo-alvos e
intoxicacdo de trabalhadores rurais. O uso intensivo de agrotdxicos causou um
aumento da dependéncia por eles, pois gera um desequilibrio pela eliminagdo de
inimigos naturais de pragas e doencgas, bem como o surgimento de popula¢cbes mais
resistentes. Com isso, surgiu a necessidade de se utilizar doses mais elevadas, ou
de se usar diversos tipos de agrotoxicos, ou, ainda, aumentar a frequéncia de
aplicacdo (CAMPANHOLA, 2002).

O transporte e persisténcia dos agrotéxicos no ambiente (ar, agua, solo,
sedimento) depende de diversos processos fisicos, quimicos e bioldégicos que
ocorrem concomitantemente (GAVRILESCU, 2005; SPADOTTO et al., 2010). Os
agrotéxicos também sofrem modificacbes durante sua permanéncia no ambiente,
para alguns compostos, esta permanéncia pode torna-los mais toxicos para
organismos nao-alvo que os compostos originais (BEELER et al., 2001). Os
agrotoxicos podem ser suscetiveis a todos estes processos ambientais ou a algum
em especial. Os principais processos envolvidos nas modificagbes quimicas dos
agrotéxicos segundo Gebler (2004) e Radosevich et al., (1997), séo:

A fotdlise é o processo que envolve a degradacéo das moléculas no ambiente
pela acdo da luz solar. Este processo alcanga especialmente as moléculas que
apresentam alto grau de volatilidade. Aléem da fotdlise direta, pode-se contar também
com a fotolise indireta, onde a luz funciona como um catalisador para outros

processos fisico-quimicos especialmente na agua.
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A hidrélise é considerada o processo fisico-quimico mais relevante para a
deterioracdo de moléculas de agrotoxicos. Ela acarreta a quebra da molécula em
partes cada vez menores, facilitando sua absorcdo e transformacédo pelo meio.
Existem produtos que inclusive preveem a acao da hidrélise para a ativacao de seu

mecanismo de acéo.

A oxidacgdo, nesses processos atua principalmente nas trocas quimicas que o
agrotoxico efetua em suas reacdes com os componentes do solo, fundamentalmente

com a matéria organica presente.

A adsorcédo e a dessorcdo, sdo 0s processos que envolvem a adesao da
molécula do agrotoxico com outras particulas do solo ou mesmo dissolvidas na agua
(particulas em suspensdo). Nesses momentos, dependendo das forcas envolvidas,
pode haver a liberacéo de radicais, que contribuem para a degradacao das moléculas
de agrotoxicos. E também um processo muito importante quando levado em conta
gue ele é responsavel pela retencéo dos produtos em determinadas camadas do solo,
liberando-o lentamente para a solu¢do do solo, permitindo a acdo de outras forcas

degradantes, como a biodegradacéao e hidrolise.

7

A volatilizacdo é um processo mais ligado com o transporte do que com
transformacéo em si. Entretanto passa pela mudanca de estado fisico, o que pode
tornar o agrotéxico mais vulneravel a degradacao. Esta intimamente relacionado com
a taxa de vaporizacao do produto, e pode contribuir para que a degradacéo do produto

seja acelerada no solo.

Condi¢Bes geocliméticas também influenciam a dindmica dos agrotoxicos,
como o clima (temperatura, intensidade luminosa, pluviosidade, ventos), a topografia
do terreno, assim como condi¢cbes ambientais, tais como a atividade microbiologica,
as propriedades fisicas e quimicas do solo (teor de matéria organica e argila, pH,
umidade) e do meio aquatico (pH, dureza da agua, particulas em suspensao, acidos
hamicos dissolvidos) (GAVRILESCU, 2005; BROWN et al., 2006).

Dessa forma, as caracteristicas fisico-quimicas destes produtos sdo fatores que
determinam o potencial de acumulacdo do composto em determinados
compartimentos ambientais ou no organismo de seres vivos, no transporte e,
consequentemente, definem o grau de lixiviagdo, fugacidade e capacidade de

retencdo (DEUBER, 1992). As variaveis importantes para a avaliacdo da relagéo entre
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0 ambiente e os agrotéxicos, normalmente 0s mais comuns e provaveis de serem

encontradas, ou solicitadas, quando da execucédo de analises ambientais séo elas:

A presséo de vapor (Po), que pode ser compreendida como a “solubilidade do
produto no ar”. Ela é levada em conta em relagdo ao vapor de uma substancia em
equilibrio com sua fase pura condensada, seja ela liquida ou sélida. Logo, ela é a
tendéncia que um produto quimico tem de se transferir de/ou para uma fase ambiental
gasosa. Essa funcéo é critica para predizer tanto a distribuicdo do equilibrio quimico
entre as fases como as taxas de trocas entre os meios (SCHWARZENBACH et al.,
1993).

A solubilidade em 4gua (CW sat) é definida como a abundancia de um produto
guimico por unidade de volume na fase aquosa, quando a solucdo esta em equilibrio
com o composto puro em seu atual estado de agregacéo (solido, liquido ou gasoso)
a uma temperatura e pressdo especifica (normalmente 25°C e 1 atm
respectivamente). O quanto um determinado elemento tem de afinidade por
moléculas de agua € um dos fatores chaves para determinar seus impactos no meio
e 0 comportamento ambiental dos produtos (SCHWARZENBACH et al., 1993).

Coeficiente de particdo octanol/ dgua (Koc) € 0 coeficiente que gera uma
estimativa direta da hidrofobicidade ou da tendéncia de particdo de determinado
produto de um meio aquoso para um meio organico, tais como lipideos, ceras e
matéria organica (himus ou os acidos htimicos) (MACKAY et al., 1997). E utilizado
para avaliar o grau de transporte do produto entre estes meios. Sua importancia se
deve ao fato de ele ser utilizado como padrao para andlises destas reacfes
referenciando as condi¢cfes naturais de particdo entre agua e a matéria organica
contida no solo, ou entre a dgua e a biota, como tecidos vivos de peixes, aves,

microrganismos, dentre outros.

Coeficiente de adsorcéo (Kow), € um coeficiente derivado do anterior, mas de
grande importancia no estudo do comportamento da atividade dos agrotoxicos e seus
residuos no solo. Ele descreve a movimentacdo potencial ou a mobilidade do
agrotoxico no solo, sedimento e agua subterranea. E importante mencionar que
devido a complexidade das estruturas moleculares dos agrotoxicos, a correlacao
acima pode ndo ocorrer em alguns casos, uma vez que considera somente a

hidrofobicidade quimica do produto, que pode ser alterada ou mesmo falhar para
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componentes polares e idnicos. Além disso, os efeitos do pH, propriedades de solo,
cargas de superficie e outros fatores podem influenciar a adsor¢cdo (MACKAY et
al.,1997).

O tempo de meia-vida (T12) meia-vida &€ um termo quimico relacionado ao tempo
gue 50% da massa de determinado produto leva para degradar ou ser degradado na
natureza (MAHAN; MYERS, 2000). Ambientalmente ela € muito importante, pois seu
conhecimento permite avaliar diretamente o tempo necessario entre aplicacdes de
um produto ou a necessidade de sua variacdo. Apesar de ser estipulada por isétopos,
guando aplicada em questbes ambientais, ela dificimente pode ser datada com
precisdo, uma vez que o ambiente apresenta variacdes severas, provocando a
alteracdo da taxa de degradacdo do agrotdxico. Assim, essa variavel pode ser
apresentada como valor simples ou como uma faixa de tempo. Dentre os diversos
fatores que podem altera-la, no ambiente, estdo a intensidade da radiacdo solar, a
temperatura do solo, a concentracdo de radicais hidroxila ou a natureza da microbiana
(MACKAY et al.,1997).

A dose letal para 50% da populagéo (DLso) € expressa em mg de substancia por
kg do peso corpéreo, que provoca a morte de 50% da populagdo testada ou atingida.
Essa variavel, juntamente com o KOW e a IDA, fornece uma indicacdo da propenséao

do produto a bioacumulacéo (Kow 2 3 favorece a bioacumulacéo).

No que diz respeito aos efeitos aos organismos, a toxicidade depende das
fracbes disponiveis e acessiveis do produto quimico (biodisponibilidade e
bioacessibilidade), que variam dependendo da estrutura quimica, das condicfes
ambientais, da fisiologia dos organismos, das caracteristicas do ciclo de vida, entre
outros fatores (PHYU et al., 2011).

A atividade microbioldgica influencia os efeitos dos agrotoxicos, aumentando ou
diminuindo sua toxicidade e potencial de bioacumulagdo e interferindo na
biomagnificacdo na cadeia trofica (ZAGATTO, 2006). Porém, a bioacumulagéo e
biomagnificagdo dependem de diferentes fatores tais como: a presenca de
mecanismo de absor¢cdo dos organismos, das propriedades fisico-quimicas do
composto que podem favorecer ou ndo sua entrada no organismo e da taxa de

entrada e depuragéo do contaminante pelo organismo (VALARINI et al., 2003).
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A utilizagdo do conhecimento destes processos sobre os agrotoxicos é o que
permite a recuperacdo ambiental sem necessidade de intervencdo humana.
Entretanto, a aplicacdo continuada de contaminantes principalmente em
monoculturas podera resultar, a longo prazo, na quebra da resisténcia dos
agroambientes. Assim, quando se faz uso de agrotoxicos, € importante conhecer,
além dos processos agrondémicos, algumas variaveis quimicas e ambientais do
produto, procurando-se evitar problemas futuros. Eles podem servir de base para
tomadas de decisdo quando da aplicacdo de determinado produto em situacfes
limite, tais como da proximidade de corpos d’agua, lengol subterréaneo raso,
cumulatividade do produto no meio, dentre outros. Além disso, essas variaveis
normalmente fazem parte dos dados solicitados pelos simuladores matematicos
existentes no mercado que, que calculam os riscos de exposicdo a estes compostos

(PESSOA et al., 1999).

bY

Em relacdo a toxicidade dos agrotoxicos, a intoxicagdo aguda ou crénica,
depende de fatores como o grau da toxicidade do produto, a quantidade absorvida, o
tempo e a via de exposicao ao produto. A classificacdo dos agrotoxicos é baseada
nos resultados de estudos de DLso. Os valores referentes a DLso, sdo usados para
estabelecer as normas de seguranca a serem seguidas para reduzir 0s riscos que o
produto pode apresentar a saude humana (MOUTINHO, 2016). A partir de tais
estudos, os agrotoxicos sao agrupados em faixas de classes toxicologicas utilizadas
para fins de rotulagem e diferenciadas por cores em classes, de acordo com a sua

toxicidade (expressa em termos de DLso).

ANVISA divulgou no dia 23 de julho de 2019 algumas mudancas nha classificacao
toxicolégica dos agrotoxicos. Segundo a Agéncia, o método internacional de
classificacdo é mais restrito que o usado no Brasil atualmente, que trata o risco de

morte e o de irritagcdo grave da mesma maneira.

De acordo com a Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, o registro de um agrotéxico
¢ feito pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que examina
a acao no combate a pragas e doencas no campo. Mas o registro s6 € concedido
guando o produto também é aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que avalia os riscos a saude, e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que analisa os perigos ambientais.

Sem o aval dos trés érgéos, O agrotdxico nao é liberado.
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Apesar disso, com o intuito de facilitar o uso indiscriminado dessas substéancias,
a Camara dos Deputados analisa uma nova proposta de lei, a PL 6299, que flexibiliza
as regras de fiscalizacao e utilizacdo de agrotdxicos no pais. Pela proposta, o termo
“agrotéxico” seria extinto e entraria em seu lugar o termo “produto fitossanitario”, o
gue dificultaria a percepgédo da populagcdo mais carente para o real perigo desses
produtos. Além disso, a responsabilidade por conceder registros de novos agrotoxicos
caberia ao Ministério da Agricultura que passaria a ter todo o poder decisorio (LOPES-
FERREIRA et al., 2021). O IBAMA e o Ministério da Saude teriam apenas a fungéo
de homologar pareceres técnicos, mas tais avaliacdes ndo seriam elaboradas por
esses 6rgaos publicos. Caberia as proprias empresas interessadas em vender 0s
agrotoxicos a missao de apresentar essas avaliacdes. Segundo o IBAMA e a ANVISA,
a proposta deixa brechas para que sejam vendidos no mercado nacional produtos ja
banidos em boa parte do mundo, causadores de distarbios hormonais, danos ao
sistema reprodutivo, entre outros (ASCOM, 2019).

Para avaliar a contaminacao por agrotoxicos dos alimentos comercializados,
muitos paises fazem analises sistematicas. Cada Estado-Membro da Unido Europeia
designa autoridades competentes a Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (AESA) afim de avaliar, anualmente, amostras de alimentos de origem
vegetal coletados em cada Estado (EFSA, 2014). De forma semelhante, nos Estados
Unidos o Pesticide Data Program (PDP) é encarregado a coletar e analisar produtos
agricolas que vdo a mesa do consumidor (ROCHA, 2014). A ANVISA criou o
Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) para avaliar
e controlar os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos de origem vegetal que
chegam ao consumidor. Até o momento, o ultimo relatério publicado (2013 a 2015),
mostra que sempre houve uma porcentagem consideravel de amostras apresentando
indices acima dos limites maximos de residuos (LMR). Na maioria dos casos a
irregularidade se da por presenca de residuos de agrotéxicos ndo autorizados para
aquela determinada cultura (ANVISA, 2016).

3.2. CARBENDAZIM: CLASSIFICACAO, CARACTERISTICAS E MECANISMO
DE ACAO

O fungicida benzimidazélico [metil-2-benzimidazole-carbamato] (Figura 1),
formula molecular CoHoN3O2, conhecido popularmente como carbendazim foi noticia

internacional em janeiro de 2012, quando os EUA proibiram a importacéo do suco de
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laranja brasileiro devido a presenca deste fungicida. O carbendazim € um produto
legalizado no Brasil e é utilizado no combate de pragas como a Guignardia citricarpa
e Colletotrichum acutatum (KUPPER et al., 2012).

H
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N
— NHCO,CH,
N

Figura 1. Férmula estrutural do carbendazim (ANVISA, 2019a).

A introducado dos fungicidas sistémicos do grupo dos benzimidazéis, desde a
década de 60, tornou-se um marco na histéria do desenvolvimento dos fungicidas. Os
benzimidazois sdo usados no tratamento de sementes e de solos e em aplicacdes
foliares (SILVA et al., 1999). Dentre os fungicidas desse grupo, os mais utilizados séo:
benomil, tiofanato-metilico e carbendazim (MAZELLIER-LEROY; LEGUBE, 2002).
No Brasil, os benzimidazodis sédo aplicados em culturas de algodao (sementes), citros
(folhas), feijao (sementes e folhas), soja (sementes e folhas), trigo (folhas) e numa
grande variedade de frutas e vegetais. Os limites maximos de residuos e intervalos
de seguranca desses fungicidas em alimentos sdo estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2019a).

Carbendazim constitui o ingrediente ativo mais utilizado do grupo dos fungicidas
benzimidazois (BOUDINA et al., 2003) utilizados pré e p6s colheita, contra uma
grande variedade de doencas, como as causadas pelos fungos Ascomicetos spp.,
Basidiomicetos e Deuteromicetos spp. em culturas de frutas e vegetais (HUTSON,;
JEWESS, 1999), como banana, manga, morangos, laranjas, ananas, cereais,
beterraba, plantas ornamentais, cana-de-agucar, ervas medicinais e gramados (DEVI
et al., 2015). Além disso, o Carbendazim também é usado em tintas, industrias téxtil,
de papel e couro (SELMANOGLU et al., 2001). Os exemplos de limites maximos de
residuos (LMR) em algumas culturas e os intervalos de seguranca entre as aplicacbes
deste fungicida (ANVISA, 2019a) estéao descritos na tabela 1.

Tabela 1. Limites maximos de residuos (LMR) permitidos nas monoculturas descritas
e os intervalos de tempo de seguranca entre as aplicagoes do carbendazim (ANVISA,
2019a).
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Culturas LMR (mg/kg) Iggx;ﬁgae
Citrus 5,0 7 dias
Feijao 2,0 14 dias
Soja 0,5 14 dias
Maca 5,0 14 dias
Trigo 0,1 35 dias

Os benzimidazoéis atuam nos fungos pela inibicdo de proteinas especificas,
chamadas de A e B tubulinas (DAVIDSE, 1988), que mediante polimerizacao
constituem os microtubulos (LEROUX, 2003). Quando essas proteinas entram em
contato com tais fungicidas a formacdo dos microttubulos é inibida. Como resultado
as células nédo se dividem e passam a ser multinucleadas, levando o fungo a morte
(BASF, 2006). Devido a utilizagdo intensa, o carbendazim tornou-se poluente muito
persistente tanto no solo quanto na agua (FERNANDEZ et al., 2001).

A duracdo do efeito do pesticida e sua permanéncia no meio ambiente
estabelecem a persisténcia desse composto, que também ¢é influenciada pela sua
estrutura quimica (CARDOSO; NEVES, 1992) e condi¢des abidticas e bidticas do
meio ambiente (SILVA et al., 1999). Na presenca de luz e em diferentes condicfes
ambientais, tais como alteracdes no pH e temperatura, sua estabilidade é afetada.
Portanto, este é um dos fatores que leva o Carbendazim a ser encontrado no meio
ambiente na forma de residuos soltuvel (LEE et al., 2003). A tabela 2 mostra outras

propriedades fisico-quimicas desse fungicida.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do carbendazim (ANVISA, 2019a; FAO,
1998).

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS
Aparéncia Solido cristalino branco a 25 °C
Massa Molar (g.mol?) 191,2
Ponto de ebulicdo (°C) 250
Presséo de Vapor (Po) <1.10-7
Solubilidade em agua (CWsat) 8,0mgL?

Constante de adsorcéo (Koc) -

Coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) 1,49 log

6 a 12 meses no solo
2 a 25 dias na 4gua (FAO, 1988)

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) 0,02 mg/kg (ANVISA, 2019a)

Tempo de meia vida (T12)
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Classificacao toxicoldgica Classe Il (pouco toxico)
Classificacdo do potencial de Classe Il (muito perigoso ao meio
periculosidade ambiental ambiente)

Os produtos formados a partir do processo de degradacédo dependem do meio
onde ocorre a degradacéo. A forma como é absorvido e/ou eliminado muda conforme
o ambiente em que sofreu a decomposicdo, se em animais, plantas ou solo. A
degradacédo do carbendazim resulta na formacao de 2-amino-benzimidazol (Figura
5), um agente altamente toxico que se liga aos microtubulos do fuso mitético,
causando o bloqueio da divisao nuclear (YENJERLA et al., 2009). Sabe-se que o
carbendazim manifesta embriotoxicidade, apoptose de células germinativas,
teratogénese, infertilidade e desenvolvimento toxicidade em diferentes espécies de
animais (YENJERLA et al., 2009; RAMA et al., 2014).

O carbendazim € conhecido por perturbar a dindmica de montagem e
desmontagem de microtubulo. O carbendazim inibe a polimerizacdo de microtibulos
em células de fungos e mamiferos, agindo com b-tubulina causando interrupcéo do
conjunto de microttbulos, o que leva a segregacao prejudicada dos cromossomos
durante a divisao celular (RAMA et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismo de biodegradacéo do carbendazim (Singh et al., 2016).
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O Carbendazim é altamente toxico para a comunidade aquatica: anfibios (efeitos
genéticos e mortalidade), plantas aquéticas (reproducéo), crustaceos (mortalidade),
peixes (bioacumulacdo e mortalidade), fungos, (desenvolvimento e reproducéo),
moluscos (intoxicacdo e mortalidade) e plancton (intoxicacdo, crescimento,
reproducao e mortalidade) (PAN, 2006). A maioria dos estudos disponiveis concentra-
se nas comunidades de zooplancton e macro invertebrados, nas quais a exposi¢cao
crbnica ao carbendazim diminuiu as taxas de sobrevivéncia, reproducdo e
alimentacdo (DAAM et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011). Até onde sabemos, apenas
dois estudos relatam efeitos do carbendazim nos estdgios da primeira infancia dos
peixes. Ludwikowska et al., (2013) mostraram que o carbendazim afeta o sucesso de
sobrevivéncia e incubacdo das concentracdes de embrides prussianos de carpa
acima de 0,036 mg / L e Jiang et al., (2014) demonstraram que a exposicao
embrionéria ao carbendazim levou a significativa alterac6es na expressao de genes
relacionados a apoptose, imuno-toxicidade e ruptura enddcrina em zebrafish (Danio
rerio). A pesquisa sobre as consequéncias ecoldgicas a longo prazo do Carbendazim

em animais aquaticos, no entanto, ainda esta no inicio (SINGH et al., 2016).

3.3. FIPRONIL: CLASSIFICAQAO, CARACTERISTICAS E MECANISMO DE
ACAO

O fipronil (5-amino-[2,6dicloro-4-(trifluorometil)-fenil]-4-trifluorometil-sulfinil-1H-
pirazol-3carbonitrila) (Figura 3) é um inseticida descoberto e desenvolvido pela

Rhoéne-Poulenc entre 1984 e 1987 e colocado no mercado em 1993. Ele é um novo
membro da classe dos fenilpirazéis (BASF, 2008).
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Figura 3. Férmula estrutural do fipronil (ANVISA, 2019b).

O fipronil é utilizado em mais de 70 paises e usado em mais de 100 diferentes
tipos de culturas para o controle de pestes. No Brasil sua formulacdo é bastante
abrangente, indo desde iscas atrativas para o0 controle de formigas até sprays
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utilizados no controle de carrapatos e pulgas, além do controle de insetos e pragas
na cultura de cana-de-agucar (TINGLE et al., 2000). Os exemplos de limites maximos
de residuos (LMR) em algumas culturas e os intervalos de seguranca entre as
aplicacbes deste inseticida, segundo indice monografico da ANVISA (ANVISA,
2019b) estéo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Limites maximos de residuos (LMR) permitidos nas monoculturas descritas
e os intervalos de tempo de seguranca entre as aplicacbes do fipronil (ANVISA,
2019b).

Culturas LMR (mg/kg) Igteegrl\j?;?lgae
Arroz 0,01 30 dias
Feijao 0,01 14 dias
Soja 0,01 60 dias

Cana-de-agucar 0,03 60 dias
Batata 0,05 35 dias

O fipronil pode ser utilizado em doses muito baixas até muito altas para controle
efetivo de insetos resistentes ou tolerantes a outras familias de inseticidas como os
organofosforados, piretréides e carbamatos, atualmente ha uma grande preocupacao

com a toxicidade do fipronil, principalmente em respeito as abelhas (AMARAL, 2012).

O fipronil apresenta solubilidade de 0,0024 g.L"' em agua no pH 5,0 e 0,0022
g.L* no pH 9,0, sendo altamente solivel em solventes organicos (545,9 g.L'! em
acetona) (BASF, 2008). Assim, o fipronil apresenta um carater hidrofébico, com forte
adsorcdo no solo ou sedimento, sendo ligeiramente mével em agua. E estavel em
meio aquoso &cido e neutro e, em meio alcalino, ele é suscetivel a reagdo de hidrdlise,
formando uma amida. Na tabela 4 estdo outras propriedades fisico-quimicas

importantes desse inseticida.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do fipronil (ANVISA, 2019b; TINGLE et al.,
2000).

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS

Aparéncia Sélido branco a 25 °C
Massa Molar (g.mol?) 437
Ponto de ebulicdo (°C) 200

Presséo de Vapor (Po) 370
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Solubilidade em agua (CWsat) 2,4 mg.L?
Constante de adsorcao (Koc) 803
Coeficiente de particdo octanol-agua 4,01 log
(Kow)
113 a 350 dias no solo
Tempo de meia vida (T12) 123 dias na agua
(TINGLE et al., 2000)
Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) 0,0002 mg/kg (ANVISA, 2019b)
Classificacao toxicoldgica Classe Il (moderadamente téxico)
Classificacdo do potencial de Classe Il (muito perigoso ao meio
periculosidade ambiental ambiente)

Esse inseticida € extremamente ativo e age no sistema nervoso central (SNC)
do inseto. O ingrediente ativo do fipronil tem um modo de a¢éo Unico e exclusivo,
devido a especificidade e precisao do local alvo. A transmissao do impulso nervoso
nas células do SNC acontece em funcéo da diferenca de concentracéo de ions dentro
e fora dessas células. O estabelecimento do equilibrio i6bnico nas células SNC é
garantido gracas ao GABA (Acido Gama Amino Butirico), substancia que regula o

fluxo de ions cloreto através da membrana da célula nervosa (COLE et al., 1993).

O ingrediente ativo do fipronil pode reverter a acdo do GABA, modificando o
equilibrio i6nico nas células do SNC, causando a morte dos insetos. O GABA é o
principal neurotransmissor inibidor nos insetos, dai sua importancia na regulacéo da
atividade do SNC (GRANT et al., 1998). Estudos em aguas, solos e vegetacdes
indicam que o fipronil sofre degradac¢éo quimica formando quatro possiveis produtos:
amida, sulfeto, sulfona e dessulfinil. A Figura 4 apresenta as possiveis reacdes de
degradac&o do fipronil e seus respectivos metabolitos (BOBE et al., 1998).
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Figura 4. Caminhos de degradacéo do fipronil por: a) hidrdlise, b) reducéo, c) oxidagéo
e d) fotolise (BOBE et al., 1998).

O composto derivado, o dessufinil € formado fotoquimicamente e seu
surgimento é rapido. O derivado sulfeto é formado por redugéo e o metabdlito sulfona
€ formado por oxidacdo do substituinte sulfinil (PEI et al., 2004). O produto amida
resulta da hidrélise do grupo nitrila do fipronil. Este metabdlito apresenta uma
polaridade maior que o fipronil e € mais solivel em 4gua, desta forma apresenta baixa
afinidade pela matéria organica em comparagdo ao fipronil (MASSUT; MERMUT
2007) . Mesmo quando usado de forma adequada, o fipronil pode contaminar o0 meio

ambiente e gerar produtos de degradagcdo mais toxicos (AMARAL, 2012).

3.4. SULFENTRAZONA: CLASSIFICACAO, CARACTERISTICAS E
MECANISMO DE ACAO

Um dos herbicidas pré-emergentes mais frequentemente usados em sistemas
agricolas é sulfentrazona N- [2,4-dicloro-5-[4-(difluorometil)-4,5-dihidro-3-metil-5-oxo-
1H-1,2,4-triazol-1-il]fenil] metanossulfonamida (Figura 5).
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Figura 5. Formula estrutural do Sulfentrazona (ANVISA, 2018).

Esta molécula é recomendada para controle de ervas daninhas em culturas
como como soja, cana-de-agucar, café e eucalipto (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).
Os exemplos de limites maximos de residuos (LMR) em algumas culturas e os
intervalos de seguranca entre as aplicacbes deste herbicida, segundo indice
monogréfico da ANVISA (ANVISA, 2018) estédo descritos na tabela 5.

Tabela 5. Limites maximos de residuos (LMR) permitidos nas monoculturas descritas
e os intervalos de tempo de seguranca entre as aplicacfes do sulfentrazona (ANVISA,
2018).

Culturas LMR (mg/kg) Iggr::?;?]g:
Abacaxi 0,02 60 dias
Café 0,50 130 dias
Soja 0,10 60 dias
Cana-de-agucar 0,05 60 dias
Citrus 0,10 200 dias

O sulfentrazona € um herbicida inibidor da PROTOX (protoporfirinogénio
oxidase), registrado para aplicagcdo em pré ou pods-emergéncia das ervas daninhas.
Pertence ao grupo das Aril-triazolinonas (BLANCO; VELINI, 2005), e seu modo de
acao caracteriza-se como destruidor de membranas celulares, inibindo a enzima
PROTOX, envolvida na biossintese de clorofila, e por consequéncia ha o acimulo de
protoporfina IX, causando peroxidacdo do oxigénio e a destruicdo das membranas
celulares (REDDY; LOCKE, 1998).

No Brasil, o sulfentrazona é amplamente utilizado em abacaxi, café, cana-de-

acucar, frutas citricas, tabaco e safras de soja. Possui excelente atividade quando
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aplicado em pré-emergéncia para controle de eudicotileddneas ervas daninhas e
véarias espécies monocotiledéneas (AGROFIT, 2017). Além disso, nos ultimos anos,
tem sido utilizada como uma das alternativas no controle de bioGtipos resistentes ao
glifosato em soja (MINOZZI et al., 2014). Neste caso, o sulfentrazona €
frequentemente usado em mistura com glifosato para um espectro de acdo mais
amplo, além de vantagens econémicas. Quando um agrotoxico é aplicado no campo,
grande proporcao atinge o solo onde varios fatores podem influenciar seu destino
final. Alguns fatores dependem das propriedades intrinsecas do pesticida, outros
fatores dependem das propriedades fisico-quimicas e biolégicas que também sdo
influenciadas por fatores climaticos, como precipitacao e temperatura, bem como por

préaticas de cultivo e manejo do solo (OKADA et al., 2016).

A movimentacao do sulfentrazona nos solos € altamente influenciada por suas
caracteristicas quimicas e fisicas, principalmente o teor de argila e a matéria organica.
Dessa forma, € necessario o conhecimento detalhado do tipo de solo para realizar
recomendacdes técnicas desse herbicida, evitando os riscos de lixiviagdo e
contaminacao de lencois freaticos e cursos de agua. O sulfentrazona é muito moével
em solos arenosos e com baixo teor de matéria organica, podendo atingir camadas
profundas do solo, reduzindo assim a eficicia do controle de plantas daninhas. Por
esses motivos, o sulfentrazona ndo deve ser recomendado para solos com tais
caracteristicas fisicas e quimicas. Baixa sor¢céo de sulfentrazona, juntamente com sua
longa persisténcia, facilita sua mobilidade no perfil do solo, mostrados na tabela 6
(FREITAS et al., 2014).

Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas do sulfentrazona (ANVISA, 2018;
RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

PROPRIEDADES

CARACTERISTICAS

Aparéncia -
Massa Molar (g.mol?) 228,31
Ponto de ebulicdo (°C) -
Presséo de Vapor (Po) 1.10°
Solubilidade em agua (CWsat) 490 mg L1, alta
Constante de adsorgédo (Koc) 43
Coeficiente de particdo octanol- 1,48 log

agua (Kow)

Tempo de meia vida (T12)

110 a 220 dias no solo
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2005)

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA)

0,01 mg/kg (ANVISA, 2018)
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Classificacéo toxicolégica Classe Il (pouco toxico)

Classificacédo do potencial de

periculosidade ambiental Classe Il (muito perigoso ao meio ambiente)

Este herbicida pode apresentar alta persisténcia e mobilidade no solo e sistemas
aquaticos (EPA, 2015), e possivelmente causar graves problemas ambientais, além
de aumentar o risco de intoxicacdo de culturas sucessivas sensiveis (transporte
ativo). Passos et al., (2015), ao avaliar a lixiviacdo do sulfentrazona em diferentes
solos brasileiros, incluindo alfissolo, ultissolo e ntissolo, detectou a presenca do
herbicida até a Ultima secao testada (30 cm). Braga et al., (2016) avaliaram a lixiviagcao
de sulfentrazone em um ntissolo e um atossolo vermelho-amarelo, e detectou a
presenca do herbicida em uma profundidade de 45 e 35 cm, respectivamente. De
maneira geral, a lixiviagdo do sulfentrazona aumenta com o aumento do indice pluvial

mesmo em solos onde sua mobilidade € baixa (MONQUERO et al., 2014).
3.5. 0 USO DE MISTURAS DE AGROTOXICOS

A regulamentacdo do uso de agrotdxicos e a caracterizacdo de seus riscos
geralmente se baseiam em estudos que se concentram principalmente na
sensibilidade de uma variedade de espécies representativas de diferentes niveis
troficos para um Unico produto quimico. Em ambientes naturais, as espécies estao
constantemente expostas a misturas complexas de agrotoxicos com constituintes
adjuvantes variaveis e em diferentes concentracfes e propor¢des, o que pode levar
a efeitos aditivos ou produzir efeitos sinérgicos ou antagdnicos (CEDERGREEN et
al., 2008; MANSANO et al., 2017).

Diversos produtos toxicos sdo oficialmente registrados e licenciados para uso
em algumas culturas as quais ndo tém outro produto para o controle das pragas,
porém, devido a sua alta eficacia, sdo aplicados em outras culturas para as quais nao
sdo recomendados. Além disso, buscando ainda maior eficiéncia, mais de um produto
séo por vezes aplicados simultaneamente e em doses maiores que as recomendadas
pelo fabricante (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014) e por isso, atualmente, estudos
com agroquimicos também estdo levando em consideracdo as misturas de
contaminantes que possivelmente ocorrem nos ecossistemas aquaticos (VAN DEN
BRINK et al., 2002; ZHOU et al., 2010).
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Além disso, embora a maioria dos estudos avalie apenas a toxicidade dos
ingredientes ativos de agrotoxicos, as formulagbes comerciais incluem, além dos
ingredientes ativos, surfactantes e outros ingredientes inertes, que podem contribuir
significativamente para a toxicidade geral destes produtos (CEDERGREEN;
STREIBIG, 2005). Por isso é crucial investigar os efeitos toxicos dos ingredientes
ativos de agrotdxicos em uma variedade de espécies, bem como os efeitos toxicos
relacionados com suas formulagBes comerciais, em exposicdes individuais e em
mistura, a fim de fornecer informacdes mais realistas sobre os impactos toxicos de

agrotéxicos em organismos sensiveis ndo-alvo (MOREIRA et al., 2017).

Reconhecendo-se que nos ecossistemas nhaturais 0S organismos sao
frequentemente expostos a um coquetel de produtos quimicos, um desafio importante
€ estimar os efeitos interativos de produtos quimicos para melhorar a avaliacdo de
risco ambiental. Além disso, o Framework for Cumulative Risk Assessment ressalta a
necessidade de analisar os riscos combinados para a saude humana de multiplos

estressores ao meio ambiente (USEPA, 2003).

Nos ultimos 20 anos, a relevancia da toxicidade da mistura tem alcancado uma
aceitacao crescente em ecotoxicologia. Vighi et al., (2003) enfatizou o problema dos
coquetéis de substancias e a qualidade da agua. Além desse progresso, ha maioria
dos casos os contaminantes séo regulados com base em uma Unica substancia e ndo
como misturas. Para as baixas concentragdes, na faixa de miligramas (mg) nas quais
0s produtos quimicos se encontraram no ambiente uma avaliacao de risco baseada
unicamente em uma toxicidade de substancias Unicas é muito dificil, uma vez que as
concentracfes dos testes em testes agudos de embrides de peixes geralmente
deveriam estar no intervalo de mg baixo para desencadear efeitos agudos e, portanto,
a transferibilidade é desafiadora. Mas como é sabido que a acdo genotdxica ou
enddcrina das substancias podem ter efeitos adversos mesmo em concentracfes
muito baixas. Sabe-se que muitas substancias que contaminam o meio ambiente sédo
encontradas em baixas concentracdes, causando aos organismos expostos efeitos
cronicos, seria negligente ignorar o risco das misturas destas substancias, mesmo

sendo encontradas baixas concentracdes (SILVA et al., 2002).

Os ambientes aquéaticos sdo frequentemente contaminados com agrotéxico de
diferentes fontes, principalmente do escoamento agricola, constituindo um potencial

perigo para organismos ndo-alvos. Esses organismos raramente S0 expostos a um
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Gnico contaminante, mas geralmente a misturas de varios agrotoxicos com
constituintes variados em diferentes concentragdes e proporc¢des (FAUST et al., 2003;
SCHULER; RAND, 2008). As misturas podem levar a efeitos aditivos induz efeitos

mais graves (sinérgicos) ou menos graves (antagonicos) (LIU et al., 2013;).

No entanto, considerando que 0s organismos do ecossistema sao
constantemente expostos a misturas complexas de substancias téxicas
(CEDERGREEN et al., 2008; PAVLAKI et al.,, 2011), algumas ferramentas séo
utilizadas (JONKER et al., 2005) para prever e avaliar de maneira mais realista o
comportamento dos contaminantes quando eles ocorrem juntos no ambiente. Em
condi¢Bes reais, 0s compostos podem interagir entre si, modificando a amplitude e as
vezes a natureza do efeito toxico. Podem ocorrer interacfes na fase toxicocinética
(processos de captacao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) ou na fase
toxicodindmica (efeitos de substancias quimicas no receptor, alvo celular ou 6rgéo)
(CASSEE et al., 1998).

3.6. CONTAMINACAO AQUATICA

Além de contaminar alimentos, residuos de agrotéxicos podem contaminar 0s
cursos d’agua bem como a agua que é fornecida a populagao. Diversos estudos feitos
no Brasil e em outras partes do mundo detectaram agrotoxicos nos sistemas hidricos
tanto superficiais quanto subterraneos utilizados para consumo humano direto
(BORSOI, 2019). Em 2008, o Sistema de Informacéo de Vigilancia da Qualidade da
Agua para Consumo Humano (SISAGUA), do Ministério da Satde, demonstrou que
somente 24% dos sistemas de abastecimento de agua (SAA) cadastrados (referentes
as médias de 16 unidades da federacao) apresentavam informacdes sobre o controle
da qualidade da agua para os parametros agrotoxicos. Além disso, 11 estados nao
realizaram tais analises e/ou nao alimentaram o referido sistema de informacdes com
dados em 2008 (QUEIROZ, 2012).

Portanto, é evidente a precariedade dos mecanismos de vigilancia da saude em
gue ha poucas acdes de monitoramento das agéncias de vigilancia, seja pela grande
extensdo do pais, o que dificulta um controle adequado, ou pela falta de punicfes
pelo uso indiscriminado (CARNEIRO, 2015). Outro agravante que se deve mencionar
€ que em um estudo publicado pelo Atlas “Geografia do uso de agrotdxicos no Brasil

e conexdes com a Unido Europeia”, apontou que 79% dos agrotdxicos utilizados no
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Brasil estdo concentrados em 4 tipos de plantas: soja (52%), milho e cana de agucar
(10%), e algodao (7%) (BOMBARDI, 2017).

De acordo com dados de monitoramento do Ministério da Saude (Figura 6), 1
em cada 4 das localidades avaliadas apresenta uma mistura de agrotoxicos. No
periodo entre 2014 e 2017 as empresas responsaveis pelo abastecimento de 1.396
municipios detectaram concentracdes que ultrapassavam o0s limites maximos
permitidos de 27 agrotéxicos e os relatérios com as informacfes fizeram parte do
Sistema de Informacéo de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(SISAGUA) para monitorar a qualidade da 4gua para além dos parametros usuais de
potabilidade feitos pelas empresas de abastecimento (AGENCIA PUBLICA, 2019).

NUMERO DE AGROTOXICOS
DETECTADOS NA AGUA

. Todos os 27 testados
[ pe14aze

De1a13

Nenhum agrotéxico

Testes nao foram feitos

Figura 6. Deteccédo dos numeros de agrotéxicos de 2014 a 2017 encontrados na agua.
O mapa foi construido com base nos dados obtidos em abril de 2018, néo refletem
atualizacdes posteriores (AGENCIA PUBLICA, 2019).

O levantamento demonstra que a contaminacdo da agua que abastece a
populacdo esta aumentando progressivamente. Em 2014, trés quartos dos testes
detectaram agrotoxicos, subindo para 84% em 2015, 88% em 2016 e alcancando
92% em 2017. Entre os agrotoxicos encontrados em mais de 80% das amostras,

existem cinco classificados como “provaveis cancerigenos” pela USEPA e seis
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apontados pela Unido Europeia como desreguladores endécrinos (LOPES-
FERREIRA et al., 2021).

O estado de Séao Paulo foi o recordista em niumero de municipios onde todos os
27 agrotoxicos testados estavam presentes na agua, com mais de 500 cidades
avaliadas. O Parand foi o segundo colocado com o coquetel presente em 326 cidades,
seguido por Santa Catarina e Tocantins (Agéncia Publica, 2019). No mapa,
observamos que o0 monitoramento ndo € homogéneo ao longo do pais, revelando uma
compreensao apenas parcial dessa problematica. Muitas outras cidades devem
apresentar dados tdo ou mais preocupantes, no entanto ndo foram monitoradas
(LOPES-FERREIRA, 2021).

A forma de entrada dos agrotéxicos no ambiente aquatico depende, em grande
parte, da dindmica destes compostos com o0 solo. Para compostos com alta
solubilidade em agua, é facilmente carreado através da lixiviagdo, escoamento
superficial, infiltracdo no perfil do solo, escoamento superficial, que s&o oriundos de
areas de atividades agricolas e/ou agropecuaria, deriva, descarga de efluentes
industriais, de manufatura de agrotoxicos ou de esgoto sanitario, até a aplicacéao

direta para o controle de organismos aquaticos prejudiciais (SASAL et al., 2010).

O uso em larga escala destes produtos representa um grande problema de
contaminacao agua. Matviishyn (2014), explica que uso extensivo de agrotoxicos,
leva a modificagcbes na composi¢cdo quimica dos sistemas aquaticos naturais que
causam toxicidade cronica a fauna de agua doce, especialmente aos peixes. Sobre
as caracteristicas do produto, Moura (2008) esclarece que estas moléculas tém
grande probabilidade de contaminar os recursos hidricos, gracas a caracteristicas
como alto potencial de deslocamento no perfil do solo (lixiviacdo), elevada
persisténcia no solo, moderada solubilidade em agua e adsorcdo moderada a matéria
organica presente no solo. Machado (2004) enfatiza que a liberacdo de grandes
volumes de residuos por parte das industrias formuladoras de defensivos agricolas
(fitossanitarios), como o acumulo de substancias persistentes toxicas no solo, sao

fatores preocupantes, em razdo das consequéncias ambientais provocadas.

Os ecossistemas aquaticos tropicais compdem grandes reservatorios de
biodiversidade, mas atualmente sédo expostos a varias ameacgas por serem receptores
temporarios ou finais de grande quantidade e variedade de poluentes, sejam eles

langados ao ar, ao solo, ou diretamente nos corpos d’agua (AGUILAR-ALBEROLA,;
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MESQUITA-JOANES, 2012). Quando atingem os ambientes aquaticos, os poluentes
podem ter varios destinos, que dependem das propriedades fisicas e quimicas do
composto, das caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do ecossistema atingido,
bem como da taxa de entrada do composto no ambiente (RAND, 1995). Tendo em
vista isso, especialmente quando ha grande proximidade entre um agroecossistema
e ambientes aquaticos, os riscos de contaminacdo sdo iminentes (ABHILASH;
SINGH, 2009). Um dos maiores problemas relacionados com o uso dos agrotoxicos
€ que, por ndo serem completamente seletivos (SCHREINEMACHERS; TIPRAQSA,
2012).

Os agrotéxicos afetam ainda a dindmica das popula¢des (reproducao, migracéo,
restabelecimento e mortalidade), a estrutura e funcédo das comunidades (alteracéo na
diversidade de espécies, modificacbes na relacdo predador-presa) e alteram os
servicos ecossistémicos (alteracfes nos processos de respiracao e fotossintese e no
fluxo de nutrientes) (SILVA et al., 2013). Os efeitos ocasionados a saude humana
também estdo intimamente relacionados a contaminacdo aquatica por agrotoxicos,
como, por exemplo, os neurologicos (MEYER-BARON et al., 2015), mutagénicos
(SALEEM et al., 2014) e perda de qualidade da agua como um recurso para o ser
humano (SILVA; SANTOS, 2007).

Os agrotéxicos podem causar efeitos nocivos a diferentes niveis de organizacao
biolégica, em niveis de organizacdo mais simples (e.g. respostas moleculares e
celulares, alteracGes bioquimicas e fisioldgicas), os efeitos acontecem de maneira
mais rapida. Em niveis superiores de organizacdo (individuo, populacdo e
comunidade), diversos estudos comprovaram impactos negativos dos agrotoxicos,
como a reducdo do numero de espécies, alteracbes comportamentais, reprodutivas e
de desenvolvimento, suscetibilizacdo a doencas, distirbios em processos ecologicos,
como por exemplo, na atividade de decomposicdo, que consequentemente afetara a
sustentabilidade da cultura ou do ambiente em longo prazo (MANSANO et al., 2016;
NOVELLI et al., 2012).

A maioria dos estudos sobre a toxicidade e avaliacdo de risco de agrotéxicos
para 0s ecossistemas aquaticos foi realizado em paises da regido temperada
(RACKE, 2003). Consequentemente, as avaliagfes de risco aquético nos paises
tropicais geralmente dependem de dados de regifes temperadas, embora o destino

e os efeitos dos agrotoxicos possam diferir entre regides climaticas (DAAM; VAN DEN
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BRINK, 2010). Isso implica pouco realismo ecolégico das atuais avaliagdes de risco
em regido tropical e o risco estimado com base em valores que nao ocorrem sob as
condic¢des tropicais (SILVA; VAN GESTEL, 2009).

As condicfes geoclimaticas de cada ecossistema influenciam diretamente nos
efeitos toxicos dos agrotoxicos aos organismos nao-alvo (SANCHEZ-BAYO; HYNE,
2011). Além disso, outros fatores podem influenciar, como a maior frequéncia de
aplicacdo e durante uma maior parte do ano em paises de regides tropicais, em
comparacdo com aqueles de regides temperadas (SATAPORNVANIT et al., 2004).
Esta exposicao repetida pode dificultar a recuperacédo dos organismos afetados nos
intervalos entre as aplicacbes, levando a comunidades a serem cronicamente
afetadas (DAAM; VAN DEN BRINK, 2010). Por exemplo a aplicacéo via spray-drift
pode ser mais severa nos tropicos porque agrotoxicos sao frequentemente aplicados
muito perto dos ecossistemas aquaticos (DAAM; VAN DEN BRINK, 2010). Além
destes contrastes, 0 uso de agrotoxicos também acaba afetando diretamente a
reproducdo de animais aquaticos e sua sobrevivéncia, ocasionando a morte de
plantas que sdo responsaveis por fornecer até 80% do oxigénio dissolvido para a vida
aquatica, provocando a diminui¢do dos niveis de oxigénio dissolvido e causando a
asfixia desses animais (HERFRICH, 2009).

3.7. O MODELO ANIMAL ZEBRAFISH (DANIO RERIO) E SEU USO NAS
PESQUISAS CIENTIFICAS

O uso de peixes como modelos animais para pesquisa acontece a quase 200
anos (HUNN, 1989). O peixe dourado (Carassius auratus) pode ser considerado o
modelo de peixe mais antigo, e seu uso na toxicologia aquatica € documentada pelo
menos desde meados do século 18 (PENNY; ADAMS, 1863). Nos ultimos 30 anos ou
mais, varias espécies de peixes tém sido cada vez mais utilizadas como modelo. Com
base no numero de artigos publicados em diferentes areas de pesquisa, as espécies
de peixes modelo mais populares sao o zebrafish (Danio rerio), o peixe dourado
(Carassius auratus), o medaka (Oryzias latipes), a barata (Rutilus rutilus), o esgana-
gato (Gasterosteus aculeatus), o baiacu (Takifugu rubripes) e o peixe espada
(Xiphophorus hellerii) (RIBAS; PIFERRER, 2013).

O zebrafish se tornou, sem duvida, o peixe modelo mais popular em muitos

campos de pesquisa, especialmente para biologia do desenvolvimento, toxicologia e
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pesquisa genética (HAFFTER et al., 1996). O peixe dourado tem sido usado como
modelo para pesquisas nos campos relacionados ao crescimento, estresse,
imunologia ou reproducdo (CHANG et al.,, 2009). Medaka € usado para resolver
guestdes relacionadas com genética, reproducéo e desenvolvimento (KONDO et al.,
2009), enquanto o0s esgana-gato sdo amplamente utilizados para estudos
relacionados a evolucéo, adaptacao e especiacdo (CRESKO et al., 2007). O baiacu,
por exemplo, & considerado um bom modelo para estudos gendmicos, mas devido a
dificuldade de reproducdo em cativeiro, ndo € usado para outras aplicacbes que
envolvam a manutencdo muitos individuos vivos (CRNOGORAC-JURCEVIC et al.,
1997).

Danio rerio (zebrafish) € um pequeno teledsteo (3-5 cm) de dgua doce, membro
da familia Cyprinidae (Figura 10) (SPENCE et al., 2008). Seu habitat natural € o norte
da india, Bangladesh, e partes do sul do Nepal. O nome Danio deriva de “dhani”
(Bengali), que significa “do campo de arroz”, por ser encontrado em abundancia
nestas plantacées (ENGESZER et al., 2007; SPENCE et al., 2008).

Figura 7. Casal de zebrafish (Autor, 2021).

O antigo nome cientifico era Brachydanio rerio, porém foi alterado para Danio
rerio em 1981 (CHU, 1981), porque ambos os géneros eram muito semelhantes por
terem barbatanas dorsais curtas e linhas laterais ausentes ou incompletas (FANG,
2003). A filogenética do zebrafish e seus relacionamentos evolutivos dentro de outros
membros do género Danio gerou algumas controvérsias durante os anos (MAYDEN
et al., 2007). Uma andlise geografica em grande escala da variagdo genética entre as

populacdes de zebrafish selvagens foi comparada com a exibida em varias cepas de
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laboratério comumente usadas. Resultados mostram que as populacfes selvagens
eram geneticamente distintas das cepas dos peixes de laboratorio, evidenciado que
a variacado genética que existe no zebrafish selvagem esta ndo é encontrada nas
cepas de laboratério (WHITELEY etal., 2011). Assim, o zebrafish selvagem e o criado
em laboratoério pode ter valores ligeiramente diferentes para as mesmas variaveis

ambientais.

Possuem um padréo especifico de listras horizontais, e a coloracdo destas
podem alterar de mais claras a mais escuras dependendo das circunstancias e do
ambiente em que se encontram. Quando agressivo mostra, simultaneamente,
nadadeiras abertas e coradas e as listras horizontais rutilantes (MILLER; GERLAI,
2007; SPENCE et al., 2008). Como em muitos teledsteos, os melanéforos (células de
pigmentacdo) podem se concentrar mais ou dispersar em resposta a estimulos, como
a intensidade de luz (LARSON et al., 2006).

O zebrafish é uma espécie que forma cardume, ou seja, forma um grupo que
permanece unido por razdes sociais para buscar alimento, se proteger do predador e
acasalar (MILLER; GERLAI, 2007). Apresenta uma atividade natatéria intermitente
(MCHENRY; LAUDER, 2005). Nadam em cardume, para uma mesma dire¢do de
forma coordenada, comportamento este inato (SPENCE et al., 2008) e visivel logo
apos a eclosdo dos ovos (ENGESZER et al., 2007). Mesmo quando criados em

isolamento, rapidamente formam cardumes quando séo postos juntos (KERR, 1963).

O zebrafish é encontrado normalmente nadando na superficie da agua onde
busca alimento, mas quando ameacado por seus predadores naturais simpatricos
(estimulo aversivo), dentre eles aves ou peixes maiores, muda seu comportamento e
desenvolve uma resposta antipredatéria. Reacdes de alarme (resposta enddcrina)
ocorrem a partir do primeiro contato com o estimulo aversivo ou a um ambiente novo
e evocam caracteristicas comportamentais que podem ser observadas e
qguantificadas em laboratorio, como: fuga do predador/locomog¢édo aumentada; ficam
iméveis por varios minutos; apresentam movimentos erraticos; ficam no fundo do
aquario; se agrupam formando um denso cardume; ficam palidos e algumas vezes
pulam para fora dos aquarios (SPEEDIE; GERLAI, 2008; GERLAI, 2010). Estas

reacoes apresentam grande valor adaptativo a medida que leva o animal a se

proteger de situacgdes prejudiciais ou danosas (GRAEFF, 2004).
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Conhecendo sua etologia, ou seja, seu repertorio de padrdes comportamentais,
tem crescido a utilizacéo do zebrafish em pesquisas comportamentais para avaliacéo
de substancias toxicas, além do seu uso classico, proposto por George Streisinger ha
mais de 30 anos atras, como modelo de estudo da biologia do desenvolvimento (KARI
et al., 2007; EGAN et al., 2009).

Os principais beneficios do uso do zebrafish como modelo toxicolégico em
relacdo a outras espécies de vertebrados sao exatamente: seu tamanho, a facilidade
de manejo e criacdo e o desenvolvimento precoce. O pequeno tamanho do peixe
juvenil (14 mm) e adulto (de 4 a 5 cm) reduz muito o espaco de acomodacédo e 0s
custos de criacdo. Do ponto de vista genético o zebrafish tornou-se atrativo por ser
atii como intermediario entre os invertebrados (Drosophila melanogaster e
Caenorhabditis elegans) e os roedores (NINKOVIC; BALLY-CUIF, 2006). Sendo se
genoma completamente conhecido e possuindo 25 pares de cromossomos contendo
26.000 genes codificantes de proteinas (HOWE et al., 2013).

A grande maioria dos genes descobertos nesta espécie sdo evolutivamente
conservados e tem homélogos em mamiferos (PARNG et al., 2002). O grau de
homologia é de 70-80%, permitindo a extrapolacao dos resultados encontrados nesta
espécie em relacdo a humanos de maneira mais direta do que aqueles obtidos em
invertebrados (PARNG et al., 2002; NINKOVIC; BALLY-CUIF, 2006) e de forma mais
econdmica em relacdo a roedores. Em 2001, o Instituto Sanger em Cambridge iniciou
o] sequenciamento do genoma desta espécie
(http://www.sanger.ac.uk/projects/D_rerio) (SPENCE et al., 2008). Ha também uma
rede de informacdes, o ZFIN (http://zfin.org), na qual laboratérios do mundo inteiro
podem depositar diferentes informacdes a respeito dessa espécie (SPRAGUE et al.,
2001).

Desde 1981, quando Streisinger et al., (1981) produziram um diploide
homozigoto para andlises genéticas do desenvolvimento, o zebrafish vem sendo
utilizado como um organismo-modelo para o estudo da frequéncia de mutacdes em
resposta a contaminantes ambientais com potencial carcinogénico e teratogénico,
bem como para descobrir os mecanismos de acdo e efeitos especificos de
contaminantes.

A Organizacgéo Internacional de Normatizacao (International Organization for

Standardization - ISO) publicou pela primeira vez o teste de toxicidade em zebrafish
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em 1984. Posteriormente, varios paises promulgaram sua prépria lei de normatizacéo
do teste de toxicidade usando zebrafish de acordo com a ISO 7346-1996, como o
padrao britanico BS/EN/ISO 7346-3-1998, o padrédo aleméao DIN/EN/ISO 7346-3-1998
e o padrédo chinés GB/T 13267-91. No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de
toxicidade, padronizou o uso de peixes pertencentes a familia Cyprinidae em 2016
como Pimephalis promelas e Danio rerio (NBR 15088:2016) para testes de toxicidade

aguda.

O zebrafish tem um ciclo de vida muito mais curto, atingindo maturidade sexual
por volta do 3° més de idade (Figura 8). Os zebrafish sdo peixes assincronos, com
foliculos em todos os estagios de desenvolvimento nos ovarios (CLELLAND; PENG,
2009). Nos selvagens, os zebrafish sdo principalmente criadores anuais e a fase de
desova comeca um pouco antes da moncao (agosto), em um momento de altas
temperaturas e disponibilidade de alimentos (TALLING; LEMOALLE, 1998), embora
no inverno as fémeas ja possuam odécitos maduros (ou seja, ovulados) (SPENCE et
al., 2006). A desova na natureza, bem como em cativeiro (DARROW; HARRIS, 2004)
€ limitada a um curto periodo ao amanhecer. Em condic6es de laboratério, foi
registrado que a atividade méaxima de desova é durante os primeiros 30 minutos apés

as luzes serem acesas e continua por cerca de uma hora (DARROW; HARRIS, 2004).

[a rva

Embrido ™
Figura 8. Fases de vida do zebrafish. (Autor, 2021).

O zebrafish ndo tem cuidado parental com os ovos, que sao depositados sobre
0 substrato com vegetacdo aquatica e, de preferéncia, em aguas rasas aguas
(ADATTO et al., 2011). Dados recentes mostraram que a incubacéo nao depende
apenas da temperatura, mas também segue um padréo ritmico sincronizado com a
fase de luz e que a maioria dos ovos chocam por volta de 2 horas pos fertilizagéo, em
temperatura constante em 28 ° C, 79,2 % dos ovos fertilizados eclodiram 50 horas
apos fertilizagédo (VILLAMIZAR et al., 2012).
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O estagio larval dura até 2 semanas, antes do comeco da metamorfose, que
envolve mudangas em uma variedade de caracteristicas. Estes incluem a absorcéo
das barbatanas larvais, o tubo intestinal desce ventralmente e o inicio do
desenvolvimento de escamas e dos padrdes de pigmentacado (FUIMAN et al., 1998;
LEDENT, 2002). No entanto, h4 uma falta de dados para revelar o inicio preciso e a
cessacao de tais mudancas de desenvolvimento (PARICHY et al., 2009). Entram na
fase juvenil no inicio da 42 semana quando o padréo dorsal do pigmento é formado
(PARICHY; TURNER, 2003). Os peixes juvenis crescem exponencialmente, e a

puberdade é alcancada aproximadamente 45 dias pds fecundacdo (CHEN; GE,
2013).

Os zebrafish selvagens e domesticados parecem atingir a maturidade
reprodutiva em tamanhos semelhantes, geralmente em torno de 3-4 meses de idade,
embora tenha sido relatado com a idade de 2 meses (LAWRENCE et al., 2012). Eles
podem se reproduzir até 42 meses, mas a vida média € de 36 meses. O zebrafish
registrado mais antigo viveu até 58 meses e, portanto, pode-se dizer que o maximo a
vida util € de aproximadamente 4 anos (GERHARD et al., 2002).

Apesar do zebrafish ser uma espécie exoética no Brasil, estudos tem demostrado
gue sua utilizagcdo como organismo teste é viavel. Zagatto e Bertolleti (2008) realizou
levantamento sobre sensibilidade de algumas espécies de peixes para realizacédo de
ensaios toxicolégicos, foram utilizados Danio rerio (zebrafish), Poecilia reticulata
(guard), Hemigrammus marginatus (bandeirinha) e Serrapinnus notomelas (piabinha)
e 0 autor concluiu que as espécies introduzidas Danio rerio e Poecilia reticulata,

poderiam substituir as espécies nativas nos ensaios de toxicidade.

Observou-se que os estagios iniciais da vida dos peixes sdo geralmente mais
sensiveis a compostos toxicos em comparacdo com adultos e juvenis, entdo o0s
embribes de zebrafish oferecem um bom modelo para investigar as avaliacbes de
risco ecoldgico e ajudam a determinar 0s processos criticos de desenvolvimento
neuroldgico. Atualmente, a abordagem alternativa mais promissora para a toxicidade
aguda dos peixes com peixes vivos é o teste com embrides o Fish Embryo Test (FET)
(COOK et al., 2005). O FET é um componente obrigatorio na rotina de efluentes na
Alemanha desde 2005 (DIN, 2001). O teste de efluentes com embrides de zebrafish

tem sido padronizado a um Nivel ISO (2007), e uma versdo modificada foi feita pela
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Agéncia Federal Alema para o Meio Ambiente (UBA) como um projeto de alternativa
ao teste quimico com peixes adultos (BRAUNBECK et al., 2005).

Ambos os embrides (ovos) e eleuteroembrides (o intervalo de vida entre a
ecloséo e o inicio da alimentac&o exdgena) sédo considerados alternativas no contexto
da legislacdo europeia (EFSA, 2005). Além de pardmetros como adequacao,
confiabilidade e reprodutibilidade, tanto do ponto de vista cientifico como do ponto de
vista regulamentar, caracteristicas importantes para que o teste seja aceito como
alternativa de um teste convencional € a correlacdo entre os resultados obtidos no
teste alternativo e o teste a ser substituido. O FET mostrou sensibilidade,
reprodutibilidade e adaptabilidade, encontrando caminho para os laboratorios, ndo sé
para produtos quimicos fortes, mas também para investigacbes em amostras

ambientais, (ex.: sedimentos ou particulas suspensas) (HALLARE et al., 2005).

As fémeas podem desovar cerca de trezentos embrides por acasalamento,
atribuindo alta fecundidade a espécie (WESTERFIELD, 1995). Os embriGes, assim
como as larvas, séo transparentes tornando a microscopia de luz uma util ferramenta
de andlise (MEYERS, 2018). A embriogénese ocorre ex vivo e se completa com 3
dias apos a fertilizacdo (MURAYAMA et al., 2006). Sua transparéncia optica permite
facil acompanhamento do desenvolvimento, identificagdo de caracteristicas
fenotipicas normais ou alteradas durante a triagem e avaliacdo dos pontos finais da
toxicidade durante o teste de toxicidade. Além disso, 0 uso de embrides de zebrafish
atende aos principios de reducao, substituicdo e refinamento proposto para 0 uso
racional de animais experimentais, conhecido como Principio dos 3R’s (Replacement,

Reduction and Refinement).
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ARTIGO CIENTIFICO I:

CARBENDAZIM, FIPRONIL E SULFENTRAZONA ISOLADAMENTE AFETARAM
MAIS O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DO ZEBRAFISH DO QUE

QUANDO MISTURADOS
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Resumo

A avaliacdo atual dos efeitos toxicos dos pesticidas é predominantemente baseada em testes de
produtos quimicos isolados. Esta abordagem pode, entretanto, subestimar seus efeitos toxicos
e reduzir sua relevancia ecolOgica, pois geralmente estes pesticidas sdo encontrados
combinados a outros produtos quimicos, desafiando a avaliacdo da toxicidade. Assim, nosso
objetivo nesta pesquisa foi analisar os efeitos toxicos em embrides de zebrafish (Danio rerio)
expostos ao carbendazim (carb), fipronil (fipr) e sulfentrazona (sulf), avaliando a epibolia e a
coagulacdo em 8 horas pds-fertilizacao (hpf), subletalidade (efeitos teratogénicos) e letalidade
(coagulacgdo) em 24 hpf. Os trés pesticidas isolados se mostraram toxicos em ambos 0s periodos
de exposicdo. Com 8 hpf, a analise de epibolia indicou que as misturas nao tiveram seus efeitos
potenciados em comparacdo com as substancias quimicas isoladas, sendo tdxicas na ordem:
carb > sulf > fipr > fipr + sulf > carb + sulf > carb + fipr + sulf > carb + fipr. Em 24 hpf, todas
as concentraces utilizadas afetaram os embrides, com a ocorréncia de efeitos letais e subletais,
sendo o efeito subletal mais frequente o atraso no desenvolvimento. Mediante a nossos
resultados, concluimos que o pesticida mais toxico entre os estudados foi o sulfentrazona, pois
causou atraso na epibolia e alto percentual de coagulacdo em 8hpf e também foi toxico para o
desenvolvimento embrionario em 24 hpf. Enfatizamos a necessidade de avaliar a toxicidade

dos pesticidas, cujos efeitos devem ser caracterizados tanto individualmente como em misturas.

Palavras-chave: Peixe, Epibolia, Teratogenicidade, Pesticidas, Toxicidade combinada.
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1. Introducéo

Os pesticidas sdo um topico de grande interesse para a ecotoxicologia ambiental, pois nos
altimos anos houve um aumento significativo no numero de novos produtos comercializados e
registrados por 6rgdos internacionais competentes (Disner et al., 2021). Entre os problemas
ambientais causados pelos pesticidas, a poluicdo da &gua esta atraindo grande preocupacao
(Wan et al., 2021), ja que estes produtos quimicos tém sido detectados com frequéncia em
corpos de agua naturais ou artificiais, onde podem entrar nos ecossistemas e causar varios
problemas de saude a animais e seres humanos (Bernardes et al., 2015). Estes produtos
quimicos chegam aos corpos de agua por varios processos ou fontes difusas, como escoamento,

lixiviacdo, pulverizacdo ou drenagem (Demirci et al., 2018).

Os pesticidas raramente sdo detectados em ambientes aquaticos como produtos quimicos
isolados, pois sdo frequentemente aplicados juntos em uma mistura, ou porque um Unico corpo
de 4gua supre a demanda de mais de uma cultura agricola (Glngordu et al., 2016) ou devido a
pratica agricola comum de rotacdo anual de culturas, durante a qual a ocorréncia sobreposta
desses produtos quimicos nos solos, superficie e dguas subterraneas pode ocorrer (Thorngren
et al., 2017). A avaliacdo atual da toxicidade desses produtos quimicos é predominantemente
baseada em testes dos produtos quimicos isolados, e ndo em combinacao, portanto, a relevancia

ecologica pode ser subestimada (Brodeur et al., 2014).

Consequentemente, estes produtos quimicos quando combinados com outros dificultam
a compreensdo de como as comunidades ecoldgicas respondem a eles. Isto também desafia a
avaliacdo da toxicidade, pois os efeitos dessas interacbes podem produzir efeitos aditivos
(sinérgicos ou antagbnicos) (Jackson et al., 2016). Estudos sobre misturas de pesticidas sao
indispensaveis para compreender os efeitos dessas misturas, em condi¢fes mais realistas. Os
testes ecotoxicologicos sdo, portanto, de grande importancia, pois fornecem informagdes para

andlise e gerenciamento de riscos ecoldgicos. Isto os torna amplamente Uteis na formulagdo e
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aprovacao de politicas regulatorias e medidas administrativas que definem os limites toleraveis

de emissao e concentracdo de produtos quimicos no meio ambiente (Chapman, 2002).

Historicamente, o Brasil € um pais com uma forte economia agricola, baseada na
monocultura, sendo o maior consumidor de pesticidas (Disner et al., 2021), entre os quais a
classe de herbicidas é a mais utilizada, seguida pelos inseticidas e fungicidas (ANVISA, 2012).
Para este estudo selecionamos dois dos pesticidas comercialmente liberados no Brasil em 2019,
sulfentrazona e fipronil (Grigori, 2019), além disso, escolhemos também o pesticida com maior

concentracdo nos alimentos dos brasileiros, o carbendazim (ANVISA, 2016).

A sulfentrazona (C11H10Ci2F2N4O3S) € um herbicida, proibido na Unido Europeia desde
2009 por sua toxicidade, mas no Brasil, ainda é amplamente utilizado em diversas culturas
(ANVISA, 2018).. Ele foi identificado e medido no escoamento superficial (10,3 mg/L) e nas
aguas subterraneas (7,5 mg/L) em Illinois, EUA (Thorngren et al., 2017). A exposi¢do materna
de ratos ao sulfentrazona (25, e 50 mg/kg) pode levar a déficits neuromusculares e
comportamentais em filhotes (Castro et al., 2007). Estudos indicam que fitoplancton,
invertebrados aquaticos e peixes podem ser mais susceptiveis a sulfentrazona (Thorngren et

al., 2017).

O fipronil (C12H4Cl2FsN4OS) € um inseticida emergente (Wang et al., 2016) banido em
varios paises europeus desde 2004 por causar mortalidade de abelhas (EFSA, 2013), mas ainda
é amplamente utilizado em varios paises. Este produto quimico foi detectado na dgua do Rio
Vermelho, no Vietnd, em niveis de até 0,02 ng/L (Wan et al., 2021), e nos rios Vacacai (0,5
Mg/L) e Vacacai-Mirim (0,6 pg/L), Brasil (Marchesan et al., 2010). A exposicdo a
concentragdes de fipronil de 0,2 mg/L foi responsavel por causar varias mudancas fisioldgicas
(inibicdo da atividade enzimatica antioxidante no figado e branquias) no peixe de agua doce
Oncorhynchus mykiss (Ucar et al., 2020), e prejudicando a angiogénese, neurogénese e

processos de desenvolvimento em Danio rerio (15 mg/L) (Park et al., 2019).



71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

64

Carbendazim (C9oHgN3O3) € um fungicida sistémico, proibido Estados Unidos (Singh et
al., 2016), mas ainda € usado em muitos outros paises (Wang et al., 2019). Sua presenca foi
relatada nas aguas do rio Taquari, no Brasil (0,4 ng/L) (Kronbauer et al, 2021), no Rio Yangtze,
na China (34,9 pg/L) (Liu et al., 2015), no Lago Handi, no Vietna (86,7 pg/L) (Wan et al.,
2021) e aguas superficiais na Costa Rica (1,5 pg/L) (Carazo-Rojas et al., 2018). Este pesticida
foi considerado responsavel por causar danos ao DNA (5,0 ug/L) em Daphnia magna (Silva et
al., 2015), e efeitos adversos ao desenvolvimento (0,16 pug/L) em Danio rerio (Andrade et al.,

2016).

Os peixes sdo excelentes ferramentas para avaliar a qualidade do meio ambiente,
servindo como importantes bioindicadores, considerando que respondem de varias maneiras a
contaminacdo ambiental (Authman et al., 2015). O zebrafish (Danio rerio) tem sido
amplamente utilizado em estudos toxicoldgicos, devido as diversas vantagens que o tornam
uma espécie modelo. Entre elas, é possivel enumerar tamanho pequeno, acessibilidade
experimental, desenvolvimento rapido (Solnica-Krezel e Sepich, 2012), e similaridade genética

e de desenvolvimento embrionario com humanos (Fukushima et al., 2020).

O teste de Toxicidade em embrides de peixe (FET) € uma avaliacdo toxicologica
baseada no uso de embrides ou ovos recém eclodidos de zebrafish, que tem substituido o teste
agudo por peixes adultos e se tornou obrigatério para 0 monitoramento de efluentes na Europa
(Braunbeck et al., 2014). O FET assumiu alta importancia nas modernas avaliacGes de
ecotoxicidade porgue pode avaliar efeitos subletais, que hoje sdo obrigatdrios para caracterizar

a toxicidade das substancias em amostras ambientais (Arenzon et al., 2013).

Entre os parametros que podem ser facilmente avaliados em embrides de zebrafish
quando expostos a pesticidas, esta a andlise da epibolia, que permite a avaliacdo rapida de
muitos grupos experimentais, incluindo também misturas de produtos quimicos (Cadena et al.,

2020). Durante o desenvolvimento embrionario, a gastrulagdo é o estagio em que ocorre a
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epibolia, um momento critico no desenvolvimento porque corresponde ao estabelecimento dos
principais eixos embrionarios (dorsal-ventral, anterior-posterior e esquerda-direita) (Solnica-
Krezel e Sepich, 2012). E uma etapa particularmente sensivel a exposi¢do ao teratdgenos
(Gilbert-Barness, 2010). Recentemente, alguns autores mostraram que varios pesticidas
sozinhos e em misturas podem causar efeitos teratogénicos em varios estagios de
desenvolvimento do zebrafish (Wang, et al., 2017; Mendis et al., 2018; Wang et al., 2018;

Shen et al., 2020; Wang et al., 2021).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos causados por misturas dos
pesticidas carbendazim (fungicida), fipronil (inseticida) e sulfentrazona (herbicida), no
desenvolvimento embrionario do zebrafish em 8 e 24 hpf. Com esta analise, pretendemos
estabelecer um método rapido de avaliacdo da toxicidade de misturas de pesticidas no

desenvolvimento do zebrafish.

2. Material e Métodos
2.1. Reagentes e solucdes

Os pesticidas usados para preparar as solucdes de teste foram Carbendazim (Carb.) (lote
n° 002-18-54392, CAS: 10605-21-7, 50% (p/v)), Fipronil (Fipr.) (lote n° 001/19, CAS: 120068-
37-3, 2,5 (p/p)) e Sulfentrazona (Sulf.) (lote n® 1041-19-13767, CAS: 122836-35-5, 50% (p/v))
foram adquiridos de fornecedores comerciais. Os trés pesticidas foram inicialmente diluidos
em 1 mL de acetona (CAS: 67-64-1, > 99,9% de pureza, Quimex, Brasil), ¢ depois foram
diluidos novamente em &gua destilada até atingir as concentragdes desejadas (Tabela 1). As
concentragdes dos pesticidas foram baseadas em valores iguais ou inferiores aos limites
méaximos de residuos (LMR) destes pesticidas em alimentos permitidos pela Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitéaria - ANVISA (ANVISA, 2018; ANVISA, 2019a; ANVISA, 2019b). Os
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residuos de pesticidas foram tratados por processo de oxidacdo avancado (AOP) em um reator

usando peroxido de hidrogénio/radiacao ultravioleta (16w) antes do descarte final.
2.2. Criacdo de zebrafish

Todos os protocolos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica para
0 Uso de Animais (Licenca 061/2019). Peixes adultos do tipo selvagem foram alojados no
Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA, Universidade Federal Rural
de Pernambuco - UFRPE. Estes animais foram obtidos de um fornecedor comercial e alojados
em 80 L aquarios onde foram colocados em quarentena para detectar e confirmar a auséncia de
patdgenos ou doencas. Foram alojados sob as seguintes condicdes laboratoriais, aeracao
artificial de 11 mg/L OD, temperatura de 25 + 1 °C, pH 7,5 = 0,5, e ciclo de 14/10 h
(claro/escuro). A agua era parcialmente renovada uma vez por semana. Parametros abidticos
tais como amonia, nitrito e nitrato também foram observados e mantidos dentro de faixas
ideais. Os animais foram alimentados com racdo para peixes Fort Color® (30% de proteina

bruta) duas vezes ao dia e com nauplios de artémia (Artemia ssp) uma vez ao dia.
2.3. Producdo de ovos de zebrafish

Para obter ovos, zebrafishes machos e fémeas foram colocados nas cdmaras de
cruzamento (Alesco® Zebclean) a uma proporcao de 2:1 (Westerfield, 2000). 30 minutos apds
a desova os ovos foram coletados, os ovos néo fertilizados foram retirados e os ovos fertilizados
(desenvolvimento normal da blastula) (OECD, 2013) foram lavados e encaminhados para as

camaras de exposicao.
2.4. Exposicao a produtos quimicos

Os testes de toxicidade seguiram as diretrizes da OECD 236 (OECD, 2013), com
modificaces. Em resumo, embribes a 2 hpf foram adicionados aleatoriamente em camaras de

poliestireno estéreis e expostos a 50 mL das solugfes de teste (Tabela 1). Os testes foram
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divididos em duas experiéncias relativas ao tempo de exposi¢do, a primeira para avaliar a
epibolia apds 6 h de exposicdo (8 hpf) e a segunda para avaliar os efeitos teratogénicos apos

22 h de exposicdo (24 hpf). Além disso, agua destilada sem pesticidas foi usada como controle.
2.5. Teste de toxicidade aguda

Foram realizados testes preliminares para determinar as concentracdes dos pesticidas
(dados ndo mostrados) utilizados no experimento definitivo. Os testes foram realizados com
10 animais por grupo experimental em triplicata (n = 30 por grupo com 8 grupos experimentais
~ 240 embrides). Os embrides com 2 hpf foram expostos a pesticidas durante 22 h (24 hpf). As
condicdes abidticas foram controladas utilizando uma incubadora com uma temperatura de 27
+ 1 °C e um ciclo de 14/10 h (claro/escuro). Consideramos que o0s animais eram afetados por
pesticidas quando apresentavam pelo menos um efeito letal ou subletal. Estes efeitos foram
observados utilizando um microscopio BIO2B SSI com uma lampada LED. A mortalidade foi
registrada por falta de desenvolvimento embrionario ou coagulacdo (OECD 236, 2013),
enquanto os efeitos teratogénicos analisados foram retardo geral de crescimento (delay), falta
de pigmentacao, edema pericardico, edema de saco vitelino, deformacéo da coluna vertebral,
deformacdo da cauda, falta de movimento espontaneo e raquitismo (Cadena et al., 2020;

Lammer et al., 2009).
2.6. Epibolia

A epibolia foi avaliada em 8 hpf, apds 6 h de exposicdo a pesticidas, as concentracdes
individuais e as misturas de pesticidas estdo descritas na Tabela 1. Os embrides foram lavados
3 vezes em tampao fosfato (100 mM, pH 7,4) e fixados em paraformaldeido 4% (PFA) diluido
no mesmo tampé&o durante 24 h (Cadena et al., 2020). Trinta e cinco embrides foram utilizados
em cada grupo experimental (n = 35 por grupo com § grupos experimentais ~ 280 embrides).

As fotografias foram registradas com uma camera digital Hayear HY 2307 14 MP acoplada a
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um microscopio BIO2B SSI com uma lampada LED. A porcentagem da epibolia foi
determinada pela distancia entre o polo animal e a margem do blastoderma, dividida pela
distancia entre o polo animal e o polo vegetal (Schwend et al., 2011). As medi¢6es foram feitas

com o software Image J (versdo 1.52A, 2019, National Institutes of Health, MD).
2.7. Analise estatistica

O planejamento estatistico para o teste epibdlico foi realizado pelo método do simplex
centroide design (Cadena et al., 2020), como mostrado na Tabela 1, como base para determinar
0 numero de grupos experimentais e avaliar a interacdo entre os pesticidas. Um modelo cubico
especial foi ajustado para analisar os dados. Todos os dados foram apresentados por média +
DP. O teste de toxicidade aguda foi realizado em triplicata. Os resultados foram analisados por
ANOVA unidirecional. Quando a diferenca foi significativa, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey com p < 0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Origin Pro
Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA, EUA) e o Statistica 13.5 versao experimental

(TIBCO, EUA) (Cadena et al., 2020).
3. Resultados
3.1. Teste de toxicidade aguda

Analisamos os efeitos toxicos exibidos pelos embrides, em termos de desenvolvimento
embrionario em 24 hpf de desenvolvimento e 22 h de exposi¢do. Os pesticidas causaram uma
ampla gama de efeitos teratogénicos, sendo 0 mais comum o atraso no desenvolvimento e a
falta de pigmentacdo, como visto na Figura 1. Além disso, observamos que 0s agrotoxicos
afetaram os embribes quase na sua totalidade nas trés concentragdes utilizadas (Figura 2A). Ao
analisar os efeitos subletais e letais apos a exposi¢do a um unico pesticida, foi possivel observar
um efeito de letalidade dose-dependente, na qual o aumento dos efeitos subletais também

ocorreu com o0 aumento das concentracGes dos pesticidas testados (Figuras 2B e 2C). O
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sulfentrazona mostrou letalidade dose-dependente e foi 0 composto mais tdxico entre os aqui
estudados. Carbendazim mostrou baixa letalidade e alta subletalidade em concentracdes mais
baixas, enquanto o fipronil foi 0 menos toxico entre os pesticidas estudados, apresentando

apenas efeitos subletais.
3.2. Epibolia

Os trés pesticidas afetaram a epibolia de diferentes maneiras, com base na analise
qualitativa das imagens animais (Figura 3). Os pesticidas carbendazim e sulfentrazona foram
os que afetaram significativamente o processo da epibolia (Figura 4A). Kimmel et al., (1995)
relataram que os embrides de zebrafish com desenvolvimento normal apos 8 hpf estdo a 75%
de epibolia. Considerando esta suposicdo, pode-se inferir que os embrides expostos a
carbendazim e sulfentrazona tiveram o desenvolvimento retardado. Ao avaliar a epibolia, em
paralelo observamos também a coagulagédo dos embrides (Figura 4B) e verificamos que o grupo
experimental mais afetado em relacdo a coagulacdo foi o fipronil. Este foi o pesticida que
causou o0 menor retardo na epibolia, porém causou maior coagulacdo, indicando uma alta
letalidade. Além disso, o carbendazim causou o0 maior retardo na epibolia e a menor
porcentagem de embrides coagulados. Nossos dados também nos permitiram concluir que o
pesticida mais toxico para embrides apds 8 hpf era o sulfentrazona, uma vez que reduziu
significativamente a epibolia, mas simultaneamente foi responsavel por uma grande
porcentagem de animais coagulados. O grafico Ternary contour plot (Figura 4C) resume a
interacdo entre os trés pesticidas, e seus efeitos em termos retardo na epibolia, isolados e em
mistura. E possivel observar a mudanca causada pelo carbendazim e pela sulfentrazona na
epibolia individualmente. A mistura entre eles, no entanto, causou menos redugdo na
porcentagem de epibolia. Independentemente do fato de que os testes de epibolia e toxicidade
aguda terem sido realizados em diferentes periodos pos fertilizacdo, o ranking de toxicidade

entre os pesticidas foi mantido.
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4. Discussao

Em nossa pesquisa, avaliamos os efeitos tdxicos dos pesticidas (um fungicida, um
inseticida e um herbicida), quando isolados, mas também de suas misturas, através de uma
rapida abordagem toxicologica, afim de identificar precocemente os efeitos destes quimicos

em embrides de zebrafish.

O teste de toxicidade aguda € o primeiro passo para identificar os efeitos toxicos dos
contaminantes ambientais. Entretanto, os testes agudos as vezes ndo sao inteiramente
adequados para estudar a liberacdo ambiental de produtos quimicos e seus efeitos adversos
sobre a biota exposta. As respostas extraidas da exposi¢do aguda, geralmente subestimam os
dados de toxicidade, mas muitas vezes sdo ecologicamente relevantes, como no caso de nosso
estudo. Derrames ou liberacBes acidentais ou escoamento de pesticidas resultardo em
condi¢des comparaveis aos resultados de testes agudos (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2018).
Seguindo esta suposi¢cdo, nosso teste agudo visou avaliar os efeitos adversos apds um curto
periodo de exposicdo (exposicdo aguda). Nossos dados mostraram que todas as concentragcoes
dos pesticidas testados afetaram os embrides apos 22 horas de exposi¢do, semelhante também
ao teste realizado por Wang et al., (2018). Portanto, nossos dados de toxicidade usando o
estagio embrionario fornecem informacdes valiosas sobre toxicidade durante um curto periodo
de tempo, de modo que estes métodos podem servir como modelo para a triagem de emergéncia

e também servir como uma avalia¢do da interagdo entre diferentes produtos quimicos.

Quando avaliamos separadamente os efeitos como subletais e letais, vimos algumas
diferencas na resposta toxicolégica, especialmente no que diz respeito as concentracdes dos
pesticidas. O efeito subletal mais frequente foi um atraso no desenvolvimento, que foi mais

pronunciado nos grupos expostos a menores concentragdes dos pesticidas estudados. Com
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relacdo a letalidade dos pesticidas usados em embribes, foi possivel observar uma alta
letalidade nos animais expostos a carbendazim. Andrade et al., (2017), ao investigar o efeito
do carbendazim em embribes de zebrafish, ndo encontraram mortalidade em concentracdes <
1,0 mg/L e encontraram mortalidade de 100% a > 2,0 mg/L, determinando uma CLso de 96 h
de 1,75 mg/L. Estes autores também observaram efeitos teratogénicos quando os peixes foram
expostos a concentracdes entre 0,85 e 1,6 mg/L. Os autores ndo encontraram mortalidade
significativa a 24 hpf, mas relataram anormalidades de desenvolvimento, deformidades na

cauda e medula espinhal, e edema a 24 hpf que persistiu a 96 hpf.

Os embrides utilizados em nosso estudo mostraram ser mais sensiveis, pois quando
expostos a concentracbes acima de 0,75 mg/L de carbendazim, mostraram 100% de
mortalidade e efeitos teratogénicos ocorreram em concentrac6es abaixo de 0,50 mg/L a 24 hpf.
Diante disto, eles se mostraram mais resistentes que os embrides de zebrafish utilizados por
Palanikumar et al., (2014), que relataram um valor de 96 h CLso para carbendazim de 0,013
mg/L, e depois Carassius gibelio (carpa prussiana) ovos estudados por Ludwikowska et al.,
(2013), que relataram um efeito de 100% de mortalidade apds 24 h de exposicao a 0,216 mg/L
de carbendazim. Os dados corroboram como nossos resultados obtidos no teste de epibolia,
sugerindo que os efeitos do carbendazim tendem a ser mais relevantes nos estagios iniciais da

vida embrionéria devido a seu modo de acéo.

Park et al., (2019), estimaram o valor de 72 h CL50 para o fipronil em 13,47 mg/L, com
letalidade significativa observada em concentracdes acima de 15 mg/L, e efeitos teratogénicos
a partir de 7,5 mg/L, com atraso no desenvolvimento, saco vitelino e edema pericéardico,
deformidade espinhal e diminuig¢&o do tamanho do corpo, e uma diminuicéo da taxa de eclosdo
em embrides expostos ao fipronil. Yan et al., (2016) observaram letalidade significativa em
concentragdes de fipronil acima de 400 g/L, n&o observada em concentracOes abaixo de 200

g/L, e efeitos teratogénicos foram observados somente em concentra¢fes acima de 100 g/L a
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120 hpf, tais como bexiga natatéria ndo inflada, reducdo do comprimento do corpo e
deformidades espinhais. As concentracdes utilizadas em nossa pesquisa foram inferiores as
utilizadas nos dois estudos mencionados acima, possivelmente por esta razdo ndo foi observada
uma letalidade significativa, uma vez que a letalidade do fipronil se mostrou ser dose-
dependente. Entretanto, nosso estudo mostrou que o fipronil causou efeitos teratogénicos

semelhantes em concentra¢6es menores do que as utilizadas em pesquisas anteriores.

Os resultados obtidos no teste de epibolia mostraram que o pesticida que causou 0 maior
atraso neste processo foi o carbendazim. Os efeitos toxicos do carbendazim tendem a ser mais
relevantes nos estagios iniciais da vida embrionaria, onde a divisdo celular principal esta em
andamento, ja que este produto quimico age inibindo a formacé&o de tubulina/ microtibulos em
fungos e mamiferos (Lim e Miller, 1997). Os efeitos adversos do carbendazim em processos
similares no zebrafish ndo foram descritos anteriormente, mas sabe-se que a epibolia no
zebrafish é impulsionada por microtibulos e forcas exercidas por filamentos de actina. Os
efeitos no desenvolvimento dessas estruturas podem retardar a progressao da epibolia (Cheng
et al., 2004; Solnica-Krezel e Drivier, 1994), o que explicaria os resultados obtidos em nossa
pesquisa. A sensibilidade das fases iniciais do desenvolvimento embrionario do zebrafish ja foi
demonstrada. Sharmah et al., (2013) mostraram os efeitos adversos do etanol no processo
epibdlico do zebrafish, relatando que o desenvolvimento anormal da epibolia esta associado a
formacdo dos microtubulos e ao movimento celular de intercalacdo radial. Considerando os
mecanismos ja descritos de acdo tdxica causada pelo carbendazim (interferéncia na
polimerizacdo da tubulina e na formacao de microttbulos), é possivel sugerir que o atraso aqui

observado na epibolia pode ter sido causado desta forma pelo carbendazim.

A partir de nossos resultados, podemos considerar o herbicida sulfentrazona como o
mais toxico para embrides de zebrafish entre todos os pesticidas testados, uma vez que reduziu

significativamente a epibolia, a0 mesmo tempo em que causou a coagulacdo de mais de 50%
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dos embrides expostos. De acordo com Bianchi et al (2015), a exposi¢éao ao sulfentrazona pode
levar a quebras cromossomicas e perdas cromossémicas, e esta genotoxicidade pode estar
relacionada a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Li et al (2020) também
observaram que o sulfentrazona induziu a producdo de ROS, bem como alterou a atividade das
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase e glutathiona-S-
transferase) indicando que a exposi¢éo ao sulfentrazona, pode causar estresse oxidativo e danos
as biomoléculas (tais como proteinas, lipidios e DNA) nas células de minhocas (Eisenia fetida).
O estudo de Freitas et al., (2017) avaliou a producdo de ROS em duas espécies de girino
(Eupemphix nattereri e Rhinella schneideri) ap6s a exposicdo ao sulfentrazona e também
mostrou que a exposicdo a este pesticida causou a superproducdo de ROS. Especulamos,
portanto, que a superproducdo de ROS causada pela exposicdo ao sulfentrazona pode ser
responsavel pela letalidade e pelo atraso na epibolia observados na presente pesquisa. Também
foi descoberto que o acuimulo de ROS induziu danos ao DNA, desencadeou anormalidades na
proliferacdo celular e causou malformacdes e aumento da apoptose celular no desenvolvimento

embrionéario do zebrafish (Wei et al., 2021; Sulukan et al., 2017).

O fipronil foi o pesticida que causou a maior coagulacdo nos embrides, no entanto, os
embrides que sobreviveram mostraram menos atraso na epibolia quando comparados aos
outros pesticidas testados. O Fipronil é um antagonista dos receptores do Acido gama-
aminobutirico (GABA), ele age blogueando os receptores GABA no SNC, o que impede a
transmissdo sinaptica GABAGérgica, levando a estimulacdo neuronal excessiva resultando em
morte (Wu et al., 2021; Eadie et al., 2020). O bloqueio desses receptores pelo fipronil induz a
apoptose celular e altera a transcri¢cdo génica modificando o ciclo celular (Park et al., 2019);
quando essa desregulacdo do ciclo celular ocorre, varios reguladores, tais como ciclinas,
induzem a parada do ciclo celular e a senescéncia, causando a apoptose. Essa parada do ciclo

celular bloqueia a diferenciacdo no desenvolvimento do zebrafish, que requer rapida replicacéo
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de DNA e mitose para morfogénese e desenvolvimento parcial do SNC (Verduzco e Amatruda,
2011), esta parada pode ser responsavel pela alta coagulacdo encontrada em embrifes que

foram expostos ao fipronil em nosso teste.

Os embrides que se desenvolveram e mostraram menos atraso na epibolia, presume-se
que, de acordo com Overmeyer et al., (2007), ao avaliar a toxicidade do fipronil, observaram
que as larvas de Palaemonetes pugio eram geralmente menos sensiveis que os adultos,
sugerindo que a sensibilidade esta relacionada a diferenciacdo dos receptores GABA neste
estagio de desenvolvimento dos organismos, indicando que o desenvolvimento dos receptores
progride com o tempo, de modo que o fipronil se liga mais tarde com o avang¢o do
desenvolvimento destes receptores, causando maior toxicidade em estagios posteriores do que

os avaliados neste estudo.

Com isto, observamos que a epibolia foi um paradmetro pratico e rapido para a avaliacéo
da toxicidade dos pesticidas em embrides de zebrafish, mas ndo observamos as interacGes entre
os pesticidas utilizados neste estudo. Silva et al., (2015) utilizaram diferentes endpoints no
microcrustaceo Daphia magna para analisar os efeitos das misturas dos pesticidas triclosan e
carbendazim e observaram diferentes respostas em relacdo a toxicidade da mistura, incluindo
sinergia e antagonismo. Isto também foi observado em outros estudos, onde os efeitos sobre o
mesmo organismo variaram dependendo dos endpoints escolhidos (Santos et al., 2011;
Loureiro et al., 2010; Turgut e Formin, 2002). A toxicidade das misturas pode ser expressa de
diferentes maneiras dependendo do endpoint analisado, que esta interligado com o modo de
acdo de cada produto quimico, mas também esta relacionado com o0 mecanismo potencial e as
vias de interacdo entre os produtos quimicos dentro dos organismos de teste. Dito isto, podemos
sugerir que a auséncia de potencializacdo dos efeitos das misturas nos endpoints utilizados em
nossa pesquisa ndo significa que as misturas estudadas ndo causem efeitos sinérgicos, que

poderiam ser observados se outros endpoints fossem escolhidos.
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Dos resultados vistos no presente estudo, observamos que 0s pesticidas
individualmente, e em baixas concentracGes, causaram efeitos subletais, que podem afetar o
zebrafish. Isto é particularmente importante se assumirmos que tais efeitos podem levar a sua
letalidade a curto ou longo prazo. Estes resultados também demonstram que o teste rapido de
toxicidade em 24h foi sensivel aos quimicos utilizados mesmo em baixas concentragdes,
podendo ser utilizado como um sinal de alerta ou primeiro passo estudos mais aprofundados

de toxicidade com embrides de zebrafish.

Nossos dados também sugerem gque mesmo quando 0 organismo nao desenvolveu
completamente os 6rgdos especificos que sdo alvos conhecidos de um determinado pesticida,
isto ainda afeta o organismo de diferentes maneiras e que as misturas destes produtos quimicos
podem exibir padrées distintos de toxicidade dependendo do endpoint escolhido,
demonstrando que sdo necessarias mais investigacOes para determinar a toxicidade e a

liberacdo de um pesticida.
5. Concluséo

Observamos que a analise do processo epibolico foi eficaz na abordagem da toxicidade
dos pesticidas, de diferentes grupos quimicos e suas misturas, provando ser tdo sensivel quanto
a analise tradicional da letalidade. A toxicidade dos pesticidas encontrados nesta pesquisa
permaneceu no teste de toxicidade aguda, onde os compostos isolados carbendazim e
sulfentrazona mostraram 0 maior atraso na epibolia e causaram a maior letalidade no teste de
toxicidade aguda. Usando este endpoint, ndo foi possivel medir as interacOes e toxicidade das
misturas de pesticidas usadas neste estudo, demonstrando quéo complexa a interacdo destes
compostos e seus efeitos sobre os organismos pode ser, demonstrando a necessidade de mais
pesquisas sobre os efeitos das misturas de pesticidas. Concluimos que os trés pesticidas
selecionados causaram efeitos toxicos no estagio embrionario do zebrafish nos dois intervalos

analisados, causando efeitos tanto nas concentragdes limite permitidas para consumo quanto
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em concentracdes trés vezes inferiores a este limite. Além da letalidade, estas substancias
também causaram efeitos teratogénicos que comprometem estes organismos de varias
maneiras. Nossa pesquisa fornece informacGes toxicologicas valiosas sobre os efeitos dos
pesticidas nos organismos aquaticos, 0 que promovera uma maior compreensdo dos perigos

subjacentes da mistura de pesticidas, particularmente no ecossistema aquatico.
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FIGURAS

Control Carb 0.20 mg/L Carb 0.50 mg/L Carb 1.50 mg/L

Fipr 0.25 mg/L

Figura 1. Foram observados efeitos teratogénicos em embrides de zebrafish expostos a
diferentes concentragOes dos pesticidas carbendazim, fipronil e sulfentrazona com 24 hpf em
comparagdo com um embrido normal (grupo de controle). Chave: Controle - Controle; Carb -

Carbendazim; Fipr - Fipronil, Sulf - Sulfentrazona.
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Figura 2. Resultados do teste de

toxicidade dos pesticidas
carbendazim, fipronil e
sulfentrazona em  embrides

zebrafish com 24 hpf. Onde (A)
representa a porcentagem de
animais afetados, incluindo efeitos
letais e subletais, em comparacéo
com 0 grupo de controle por
ANOVA unidirecional (F (9,29) =
220. 67 p < 0,001); (B)
porcentagem de animais que
apresentaram efeitos subletais em
comparacdo com o0 grupo de
controle por ANOVA
unidirecional (F (9,29) =39,42 p <
0,001); e (C) porcentagem de
animais que apresentaram efeitos
letais em comparacao com o grupo
de controle por ANOVA
unidirecional (F (9,29) =31,78 p<
0,01). * Representa a diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p

< 0,05). Legenda: Controle -
Controle; Carb - Carbendazim;
Fipr -  Fipronil;  Sulf -

Sulfentrazona.
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Control

Carbendazim

Fipronil Sulfentrazone

——

Carb + Fipr

Carb + Sulf

Figura 3. Foram observados efeitos toxicos em embrides de zebrafish expostos aos compostos

isolados e misturas binarias e ternarias com 8 hpf em comparacdo com um embrido normal

(grupo de controle). Legenda: Controle - Controle; Carb - Carbendazim; Fipr - Fipronil; Sulf -

Sulfentrazona.
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Figura 4. Exposicéo do zebrafish aos pesticidas carbendazim, fipronil, e sulfentrazona durante
a embriogénese com 8 hpf. (A) Percentual de epibolia, foi considerado afetado quando o teste
de Tukey = p < 0,05 (*). Cada grupo experimental foi comparado com o grupo controle por
ANOVA unidirecional (F (7.190) = 47,29 p < 0,001) seguido pelo teste de Tukey (Carbendazim
p = 0,00; Fipronil p = 0,19; Sulfentrazona p < 0,001; Carb + Fipr p = 0,93; Carb + Sulf p =
0,30; Fipr + Sulf p =0,16; Carb + Fipr + Sulf p =0,12). (B) Porcentagem de animais coagulados
visualizada durante o teste de epibolia dos pesticidas isolados e misturados. (C) Grafico
Ternary contour plot das variaveis do Carbendazim, Fipronil, e Sulfentrazona para um modelo
cubico especial (F(1.150) = 6,02, p = 0,01) avaliando os efeitos individuais e as interacfes
destes pesticidas em suas misturas. Carbendazim e Sulfentrazona causaram maior redugdo no
percentual de epibolia (areas verdes). Legenda: Controle - Controle; Carb - Carbendazim; Fipr

- Fipronil; Sulf - Sulfentrazona.



617

618

619

620

621

622

623

624

625

626

90

TABELAS

Tabela 1. (A) ConcentracGes dos compostos individuais usados no teste de toxicidade para
avaliar os efeitos teratogénicos em embriGes zebrafish a 24 hpf. (B) Concentracbes dos
compostos individuais, misturas binarias e ternarias usadas para medir os efeitos toxicos dos
pesticidas carbendazim (Carb), fipronil (Fipr) e sulfentrazona (Sulf) no modelo zebrafish
durante a epibolia. O layout do método de projeto simplex centroid design para avaliacdo das

interacdes entre 0s compostos quimicos.

A — Teste de toxicidade para a avaliacdo dos efeitos teratogénicos a 24 hpf

Componentes Carbendazim (mg/L) Fipronil (mg/L) Sulfentrazona (mg/L)
Controle 0.00 0.00 0.00
Carb 0.20 0.20 - -
Carb 0.50 0.50 - -
Carb 1.50 1.50 - -
Fipr 0.15 - 0.15 -
Fipr 0.20 - 0.20 -
Fipr 0.25 - 0.25 -
Sulf 0.01 - - 0.01
Sulf0.10 - - 0.10
Sulf 1.00 - - 1.00
B - Simplex centroid desing para avaliacdo da epibolia a 8 hpf
Componentes Carbendazim (mg/L) Fipronil (mg/L) Sulfentrazona (mg/L)
Carb 0.20 0.00 0.00
Fipr 0.00 0.20 0.00
Sulf 0.00 0.00 0.20
Carb + Fipr 0.10 0.10 0.00
Carb + Sulf 0.10 0.00 0.10
Fipr + Sulf 0.00 0.10 0.10
Carb + Fipr + Sulf 0.06 0.06 0.06
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CAPITULO I

ARTIGO CIENTIFICO II:

EFEITOS COMPORTAMENTAIS DAS MISTURAS E DOS COMPOSTOS
ISOLADOS CARBENDAZIM, FIPRONIL E SULFENTRAZONA EM LARVAS DE

ZEBRAFISH (DANIO RERIO)
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Resumo

Os pesticidas sdo frequentemente detectados em ambientes aquaticos, e raramente sao
encontrados como compostos isolados. No entanto, a avaliacao destes quimicos em relagédo ao
meio aquatico é principalmente estudada atraves dos compostos isolados, e os efeitos aditivos
das interac6es pode estar subestimado. Estes quimicos mesmo em baixas concentracdes podem
afetar adversamente o organismo exposto, alterando comportamentos ecologicamente
importantes (como alimentacdo e fuga dos predadores) que provavelmente terdo importantes
repercussdes para as populacdes. O objetivo do presente estudo foi utilizar uma abordagem
multi comportamental, para avaliar o0s impactos comportamentais da exposicdo ao
carbendazim(C), fipronil (F) e sulfentrazona (S) isolados e misturados (C+F, C+S, F+S e
C+F+C), comparando as respostas de diferentes testes comportamentais em larvas de zebrafish.
Para atingir este objetivo, foram realizados cinco testes comportamentais (Tigmotéxia,
Sensibilidade ao toque, resposta optomotora, bolas saltitantes e atividade exploratoria), onde
foi possivel avaliar comportamentos como ansiedade, medo, interacéo espacial e social. Houve
alteracdes significativas no desempenho de larvas expostas aos pesticidas e suas misturas em
trés testes comportamentais (resposta optomotora, bolas saltitantes e atividade exploratoria).
No entanto, o teste das bolas saltitantes se mostrou mais sensivel, onde todos o0s grupos
expostos apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle. Nos testes de resposta
optomotora e atividade exploratéria foi possivel observar o efeito sinérgico das misturas
binarias (C+F, C+S, F+S), onde 0s grupos expostos a estas misturas apresentaram maiores
reducdes em relacdo ao controle do que 0s grupos exposto aos pesticidas individuais. Por isso
pesquisas que utilizem testes comportamentais para testar misturas de pesticidas sdo
importantes, para padronizar os métodos de testes comportamentais, e para associar alteragdes
a comportamentos ecologicamente relevantes, ajudando a promover 0 uso desses ensaios

quando investigando os potenciais impactos ambientais dos compostos neurotdxicos.
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Palavras-chave: Peixes, Pesticidas, Abordagem multi comportamental, Neurotoxicidade,

Resposta sinérgica.

1. Introducéo

Os pesticidas sdo reconhecidos como um problema que vai além da saldde humana,
porque representam serias ameagcas a vertebrados, invertebrados e ecossistemas em geral, a
dispersdo destes produtos pode atingir organismos nao-alvo como os peixes, que podem sofrer
alteracOes fisioldgicas e, em alguns casos, podem causar até a morte, além de mudancas no
comportamento do organismo que por sua vez pode reduzir a aptiddo de um individuo, levando
a populacao declinio e graves efeitos no ecossistema (Peterson et al., 2017; Fitzgerald et al.,
2021). The application of these products does not respect natural barriers such as relief and
riparian forest, being almost impossible to control its course in the field (Severo et al., 2020).
Sendo raramente detectados em ambientes aquaticos como quimicos isolados, pois sao
frequentemente aplicados juntos em uma mistura ou porque um unico corpo d’agua supre a
demanda aquifera de mais de uma cultura agricola (Giingordi et al., 2016)

No entanto, a avaliacdo destes quimicos em relagdo ao meio aquatico é principalmente
estudada através da determinacdo de concentracdes letais, 0 que € essencial para o ponto de
vista regulatério, mas reflete apenas o pior caso cenario (Fitzgerald et al., 2021). Os efeitos
sutis da exposi¢do subletal sdo pouco compreendidas, mas sdo importantes para a compreensao
real dos cenarios ambientais (Legradi et al., 2018). E quimicos como 0s pesticidas comumente
sdo encontrados no meio aquéatico em baixas concentra¢@es, sendo acumulados e seus efeitos
ampliados através da cadeia alimentar (Syafrudin et al., 2021). Dentre os efeitos subletais, 0s
comportamentais estdo sendo cada vez mais estudados, embora a analise comportamental tenha
demorado inicialmente a ser integrada na toxicologia aquatica, sua velocidade, sensibilidade e

por serem tdo quao ambientalmente relevantes em comparacdo com os tradicionais endpoints
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de letalidade, fizeram dela uma ferramenta promissora (Kluver et al., 2015; Fitzgerald et al.,
2021).Varios estudos relatam efeitos toxicos comportamentais em concentracdes de ordens de
grandeza inferiores as concentracdes letais ja descritas dos quimicos (Fitzgerald et al., 2021;
Rosa et al; 2022).

O zebrafish (Danio rerio) surgiu como um modelo animal para o estudo do
comportamento dos peixes, sua validade como modelo animal ndo € apenas devido a
proximidade morfologica e genética da espécie (60 a 80% de homologia com genes humanos)
(Howe et al., 2013), mas também comportamental (Fitzgerald et al., 2021). Em particular, o
zebrafish exibe uma ampla gama de comportamentos complexos, incluindo interac@es sociais,
ansiedade, aprendizagem, memoria e comportamentos de evasdo que podem ser Uteis para
modelagem de doencas neuroldgicas e psiquiatricas (Rosa et al., 2022).

H& um crescente interesse no comportamento de larvas de zebrafish, uma vez que as
larvas sdo ideais para testes em grande escala, onde um Unico ciclo reprodutivo pode produzir
centenas de embrides e um rapido desenvolvimento, com dérgdos como o cérebro, coracao,
figado, pancreas, rins, 0ssos, muasculos e sistemas sensoriais funcionando em 5 dpf (dias pos
fertilizacdo) (Kimmel et al., 1995), além de exibir também, um conjunto de comportamentos,
como, natacdo, caca e fuga durante a primeira semana de desenvolvimento (Basnet et al., 2019;
Lau et al., 2012). Além de que a exposicdo a agentes neurotdxicos podem causar danos ao
cérebro, especialmente se a exposi¢do ocorre durante o periodo de desenvolvimento inicial
(Grandjean e Landrigan, 2006).

Apesar da Obvia diferenca entre zebrafish e humanos, tais como a auséncia de alguns
6rgdos de mamiferos, os paradigmas comportamentais dos mamiferos e do zebrafish estdo em
estreito paralelo, sugerindo a natureza evolutivamente conservada em muitos comportamentos
através das espécies (Basnet et al., 2019; Keney et al., 2017). Mesmo com diferengas

neuroanatomias entre os mamiferos e os teledsteos, as pesquisas mostram funcées homélogas
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em vaérias areas do cerebro do zebrafish (Randlett et al., 2015). As larvas de zebrafish
apresentam um robusto repertorio cognitivo, como memoria, aprendizagem social e espacial,
comportamentos ansiosos, stress e medo, assim como em outros vertebrados, uma vez que 0s
mesmos neurotransmissores e sistema neuroendocrino estdo presentes (Rosa et al., 2022;
Mueller at al. 2006; Panula et al., 2006)

Muitos testes diferentes s@o utilizados para investigar os efeitos toxicolégicos sobre o
comportamento, como respostas motoras basicas, respostas sensorimotoras, e/ou aprendizagem
e memoria (d'’Amora eGiordani 2018). Entretanto, devido a alta complexidade das respostas
comportamentais, ndo ha atualmente nenhum método ou ensaio padronizado, o que leva a
dificuldades ao comparar experiéncias comportamentais e seus resultados (Ogungbemi et al.,
2019). Portanto, 0 uma estratégia com testes multi comportamentais é aconselhavel para
determinar as interacdes entre as estruturas do sistema nervoso (Jordi et al., 2018), visto que,
produtos quimicos nem sempre apresentam o mesmo fendtipo comportamental (Leuthold et
al., 2018).

Recentemente, uma série de estudos demonstraram que 0s pesticidas, incluindo
carbendazim, fipronil e sulfentrazona, foram detectados em ecossistemas aquaticos e até
mesmo em alimentos (Thorngren et al., 2017; Xianjiang et al., 2020; Kronbauer et al.,2021;
Yanjian et al., 2021), indicando que avaliar os riscos destes pesticidas e suas misturas é
necessario e importante. Alguns estudos posteriores também confirmaram a toxicidade destes
pesticidas em animais aquaticos (Park et al., 2020; Gomes et al., 2022; Jiang et al., 2022; Zhang
et al., 2022).

Mediante a isto, o presente estudo vem testar os pesticidas carbendazim, fipronil e
sulfentrazona em larvas de zebrafish, analisando seus efeitos através de uma analise multi
comportamental, uma vez que esta pode revelar defeitos ndo apenas em células neuronais, mas

também em fungdes neurais (Pelowski et al., 2011) Visto que, estudos anteriores sugerem que
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estes pesticidas isolados e misturados causam efeitos neurotoxicos no zebrafish (Gomes et al.,

2022; Zhang et al., 2022; Jiang et al., 2022; Fan et al., 2021; Wu et al., 2021).

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes e solucdes

Os pesticidas usados para preparar as solugdes de teste foram Carbendazim (C) (lote n°
002-18-54392, CAS: 10605-21-7, 50% (p/v)), Fipronil (F) (lote n° 001/19, CAS: 120068-37-
3, 2,5 (p/p)) e Sulfentrazona (S) (lote n® 1041-19-13767, CAS: 122836-35-5, 50% (p/v)) foram
adquiridos de fornecedores comerciais. Os trés pesticidas testados foram inicialmente diluidos
em dimetil sulféxido (DMSO) (lote # 85713, CAS: 67-68-5, > 99,9% de pureza, Dinamica,
Brasil), e estas solu¢des foram posteriormente diluidas em meio embrionario (Westerfield,
2000) para obter as concentragdes finais (Tabela 1). A concentragdo nominal final de DMSO
era inferior a 1% (v/v). As concentracdes de pesticidas foram baseadas em valores iguais ou
inferiores aos limites maximos de residuos (LMR) destes pesticidas em alimentos permitidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (ANVISA, 2018; ANVISA, 2019a;
ANVISA, 2019b). Os residuos de pesticidas foram tratados por processo de oxidacdo avancado
(AOP) em um reator usando peroxido de hidrogénio/radiacdo ultravioleta (16w) antes do
descarte final.

2.2. Cultivo de zebrafish e producéo de ovos

Todos os protocolos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica para
0 Uso de Animais (Licenga n° 7373131021). Peixes adultos do tipo selvagem foram alojados
no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA, Universidade Federal
Rural de Pernambuco - UFRPE. Estes animais foram obtidos de um fornecedor comercial e
colocados em quarentena em 80 L aquéarios para detectar e confirmar a auséncia de patdgenos

ou doengas. Foram alojados sob as seguintes condigOes laboratoriais, aeracdo artificial de 11
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mg/L OD, temperatura de 25 = 1 °C, pH 7,5 £ 0,5, e ciclo de 14/10 h (claro/escuro). A agua
era parcialmente renovada uma vez por semana. Parametros abioticos tais como aménia, nitrito
e nitrato também foram observados e mantidos dentro de faixas ideais. Os animais eram
alimentados trés vezes ao dia com 2x racao para peixes Fort Color® (30% de proteina bruta),
e 1x com nauplios de artémia (Artemia ssp).

Para obtencdo dos ovos, machos e fémeas de zebrafish, na proporcdo de 2:1
(Westerfield, 2000) foram colocados nos tanques de desova (Alesco® Zebclean). Apos 30
minutos do inicio da desova, os ovos foram coletados, ovos ndo fertilizados foram retirados e
os ovos fertilizados (desenvolvimento normal da blastula) (OECD 236, 2013) foram lavados e
encaminhados para as camaras de exposicao.

2.3. Exposicao quimica

Os testes de toxicidade foram realizados seguindo as diretrizes da OCDE 236 (2013)
com modificacdes. Em resumo, embrides a 2 hpf (horas pés fertilizacdo) foram adicionados
aleatoriamente as camaras de poliestireno estéril e expostos a 50 mL das solugdes de teste
(Tabela 1). Os animais foram expostos até 144 hpf (ou 6 dpf (dias apés a fertilizacdo)). As
solucdes foram renovadas diariamente e meio embrionario sem pesticidas foi usado como
controle.

2.4. Testes Comportamentais

Para os testes comportamentais realizados entre 11 e 12 da manha, foi utilizado um sistema
de filmagem equipado com uma camera (Canon 6D Mark e lente EF 75-300 mn f/4 - 5.6 I11),
placa LED, e/ou tela LCD para reproduzir e gravar os videos. Um total de 7 réplicas de cada
grupo experimental, com 15 larvas cada uma foram usadas para os testes (n = 105 por grupo
com 8 grupos experimentais ~ de 840 larvas). Inicialmente, as larvas foram distribuidas em

placas de 48 pocos, cada placa continha 5 larvas de cada grupo experimental, e nenhuma larva
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morta ou com defeitos morfologicos induzidos por pesticidas foi utilizada (Cadena et al.,
2020a; Cadena et al., 2020b).

Posteriormente, as larvas foram transferidas para placas de 6 pocos, onde foram
organizadas em grupos de 5 larvas por poco. A avaliagdo comportamental das larvas foi
realizada através da analise posterior dos videos gravados durante os testes descritos e
realizados na sequéncia abaixo, todos no mesmo dia, respectivamente.

2.4.1. Tigmotaxia

O teste de tigmotaxia foi utilizado para avaliar a tendéncia das larvas se aproximarem
da parede dos pocos, como forma de medir a ansiedade em zebrafish (Cadena et al. 2020), pois
quando a larva entra em um novo ambiente, tende a nadar contra as paredes do poco (Colwill
e Creton, 2011). Antes de realizar a sequéncia de testes comportamentais, as larvas ficaram nas
placas de 48 pocos por 15 minutos de aclimatacdo em ambiente com iluminacéo natural, como
1 mL da solucdo teste em cada poco, a resposta ao teste de tigmotaxia registrada por fotografia,
de forma que todas as larvas pudessem ser avaliadas no mesmo intervalo de tempo e essa

resposta foi medida de acordo com as larvas que se localizavam na borda ou no centro do poco.

2.4.2. Sensibilidade ao toque

O teste de sensibilidade ao toque foi usado para avaliar a resposta larval a estimulos
mecanicos. As larvas foram suavemente tocadas na porcao posterior da cauda, e a resposta foi
registrada se as larvas exibissem comportamento de fuga. A resposta de comportamento de
fuga foi considerada quando as larvas apresentavam comportamentos de natacdo (Cadena et
al., 2020a) e nenhuma resposta quando as larvas permaneciam sem movimento apos o toque.

2.4.3. Resposta Optomotora

A resposta optomotora € utilizada para medir as respostas visuais inatas das larvas nas
quais o individuo nada em dire¢&o ao fluxo optico e imita 0 comportamento naturalista, visando

estabilizar-se de acordo com o fluxo das linhas de video. A metodologia foi baseada em Cadena
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et al., (2020a) e Brastrom et al., (2019) com modificacdes. Em resumo, as placas com animais
foram colocadas em umatela LCD, onde foram aclimatadas por 15 minutos em uma tela escura,
e entdo a animacao foi iniciada (video como linhas pretas e brancas movendo-se da direita para
a esquerda por 30 s e depois da esquerda para a direita por mais 30 s). Em seguida, a gravacao
do video foi analisada, e o posicionamento larval foi classificado em dois tipos com relacédo ao
fluxo das linhas: baixo alinhamento (70% do po¢o) e alto alinhamento (30% do poco), segundo
Cadena et al., (2020a).

2.4.4. Teste das bolas saltitantes

O teste das bolas saltitantes € usado para observar a interacdo espacial, as respostas
sociais e de fuga das larvas aos estimulos visuais (Pelkowski et al., 2011; Nery et al., 2014;
Bridi et al., 2017). As larvas foram transferidas para placas de 6 pogos (5 larvas por poco) e
colocadas em sob 0 monitor LCD. Uma animacdo com estimulos visuais criada no Microsoft
PowerPoint (Office 365) foi reproduzida. A animacéo possuia bolas vermelhas (diametro 1,35
cm) que se moviam da esquerda para a direita em uma reta com trajetoria de 2 cm na metade
inferior da area do poco (area de estimulo), durante 5 minutos, apds uma aclimatacdo de 15
minutos em uma tela escura. A porcentagem de larvas na area sem estimulos (parte superior do
poco) durante a sessdo de 5 minutos foi tomada como indicativo da capacidade cognitiva do
grupo de exibir comportamento de fuga em relacéo a bola vermelha. O nimero de larvas no
mesmo quadrante do poco foi usado para medir a porcentagem de agrupamento e interacao
social entre as larvas no poco. Foi usado um método de amostragem por pontos de tempo para
coletar os dados (uma analise a cada 30 s) (Nery et al., 2014; Bridi et al., 2017).

2.4.5. Comportamento exploratorio das larvas

O comportamento exploratorio das larvas foi avaliado durante natagdo esponténea (sem
estimulos), onde as larvas tendem a nadar nos limites dos pogos (perto da parede), uma

tendéncia que se explica pelo comportamento exploratério inicial e pela evitacdo da zona
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central do poco, onde ha menos protecéo (tigmotaxia). Foi baseado no protocolo de Altenhofen
et al., (2017) com modificacGes. A atividade exploratoria das larvas também foi registrada nas
placas de 48 pocgos durante 3 minutos com iluminacéo artificial (placa LED) sem estimulos,
apos 15 minutos de aclimatacdo. Os videos foram analisados, 0s animais que permaneceram
parados durante a gravacdo foram contabilizados e aqueles que apresentaram algum
movimento de natacdo tiveram sua velocidade média (cm/s) e trajetdria total percorrida (cm)
medida pelo software IdTracker (Romero-Ferrero et al., 2019). Estes parametros foram
considerados os principais parametros de exploracdo do novo ambiente.

2.4.6. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Origin Pro Academic 2015
(Laboratorio de Origem de Northampton, MA, EUA). Todos os dados foram apresentados por
média + DP. Para os testes comportamentais de Tigmotéxia, Sensibilidade ao toque, Bolas
saltitantes e Comportamento exploratdrio, utilizamos amostras combinadas de varios animais.
Os resultados destes testes paramétricos foram analisados pela ANOVA unidirecional, seguida
pelo teste de Tukey com p < 0,05, para determinar a diferenca significativa entre o grupo de
controle e 0s grupos expostos aos pesticidas. Para avaliar as interacdes dos pesticidas na
trajetdria percorrida durante o teste de atividade exploratoria, foi utilizado o método de projeto
do Simplex Centroid Design, no software Statistica 13.5 (TIBCO, EUA) de acordo com Cadena
et al. (2020b). Os resultados do teste de resposta optomotora foram analisados pelo teste ndo
paramétrico Bowker com p < 0,05 (Brastrom et al., 2019).

2.4.7. Analise de Agrupamento

Os testes foram avaliados pela ANOVA unidirecional, e para os sete comportamentos
observados. Para os resultados obtidos foi atribuido um namero entre 1 e 3 com base em seus
valores de p estatisticos, de acordo com Richendrfer e Creton (2018), com algumas

modificagOes. Para qualquer comportamento estatisticamente diferente do controle foram
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atribuidos os numeros 1 ou 2 (1 para p < 0,01 ou 2 para p < 0,05). Comportamentos que nao
eram estatisticamente diferentes do controle receberam o nimero 3 (p > 0,05). Os nameros
atribuidos as pontuacdes de comportamento foram importados para o software Origin Pro
Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA, EUA). As cores foram atribuidas aos nimeros
para ilustrar, a cor verde corresponde aos numeros 1 e 2 (p < 0,01 e p < 0,05) e 0 preto
corresponde ao 3 (p > 0,05). Os resultados do Teste de Atividade Optomotora ndo foram
incluidos nesta andlise porque os dados foram analisados utilizando um teste ndo paramétrico

(teste Bowker), portanto ndo houve valor de p contra o controle a ser comparado.

3. Resultados

3.1. Testes de Tigmotaxia e Sensibilidade ao toque

As larvas que foram expostas aos pesticidas individualmente e suas misturas nos testes
de tigmotéaxia (Fig. 1A) e sensibilidade ao toque (Fig. 1B) ndo apresentaram diferenca

significativa em relacdo ao controle.

3.2. Teste de Resposta Optomotora

Foi observado no teste de Resposta optomotora (Fig 2) que as larvas expostas aos
compostos F e S individualmente e as misturas C+F e C+S, ndo apresentaram diferenca
significativa, quando comparado os periodos de analise. Demonstrando que essas larvas
apresentaram baixo alinhamento em relacdo a direcdo do movimento das listras, nao
respondendo normalmente a animacdo, mostrando que estes pesticidas produziram uma
deficiéncia no sistema visual das larvas de zebrafish. Observamos que grupos expostos as
misturas C+F e C+S néo apresentaram diferenca significativa, indicando que os compostos F
e S quando misturados com o C, causam efeito sinérgico, apresentando maior percentual de
larvas em baixo alinhamento, do que quando as larvas expostas individualmente aos trés

compostos, porém quando misturados (F+S) apresentam efeito antagbnico, reduzindo a
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percentual de larvas em baixo alinhamento, em comparacdo ao apresentado pelos dois
compostos individualmente.

3.3. Teste das Bolas saltitantes

No teste das bolas vermelhas observamos dois comportamentos, fuga do estimulo visual
(Fig. 2A) e o agrupamento (Fig. 2B) das larvas. Todos 0s grupos expostos apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao controle nos dois comportamentos analisados. Em relacédo
a fuga do estimulo visual, as larvas expostas as pesticidas individuais e suas misturas passaram
significativamente mais tempo na parte inferior do poco (area com estimulo), ndo apresentaram
comportamento evasivo relativo a bola vermelha, como o controle. Os grupos expostos aos
pesticidas C e S individualmente foram os que permaneceram mais tempo na area com estimulo
seguidos respectivamente pelos grupos expostos a C+S, F, C+F+S, C+F e F+S. Em relacéo ao
agrupamento, as larvas expostas ao grupos dos compostos individuais S, C e F apresentaram
com maior frequéncia um distribuicdo aleatoria nos pocos, respectivamente e seguidas pelos
grupos C+S, C+F+S, C+F e F+S, onde era esperado que como resposta ao estimulo visual,
ficassem agrupadas em um mesmo quadrante com mais frequéncia, como o grupo controle.
Observamos que as respostas ao estimulo visual e o agrupamento estdo interligadas, quando
um grupo apresentou um percentual menor de resposta ao estimulo visual também apresentou
um menor percentual de agrupamento durante o teste.

3.4. Comportamento exploratorio das larvas

Neste teste nos primeiramente separamos e contabilizamos o0s animais que
permaneceram parados (Fig. 4A) durante todo o tempo de realizacéo do teste. O grupo F foi o
que apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle apresentando um maior
percentual de animais parados. Posteriormente, com 0s animais que apresentaram algum
movimento natatério, nos avaliamos a velocidade média (Fig. 4B) e a trajetoria total percorrida

(Fig. 4C). Vimos que os grupos C+F, S e F+S apresentaram diferenca significativa em relacdo
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a velocidade média comparados ao controle, assim como, estes mesmos grupos apresentaram
diferenca significativa em relacdo a trajetdria percorrida. Constatamos desta forma que o0s
grupos que apresentaram menor velocidade também foram os grupos de larvas que
apresentaram menor trajetoria percorrida. Observamos também que os grupos C+F e F+S
apresentaram efeito sinérgico (Fig. 4D), pois apresentaram uma reducdo maior do que 0S
grupos expostos a C e F individualmente. Assim como, também foi possivel avaliar
qualitativamente a trajetdria percorrida (Fig. 5) das larvas em cada grupo e vimos que mesmo
0S grupos que ndo apresentaram uma reducdo significativa em relacdo ao controle na sua
trajetdria percorrida eles também apresentaram uma trajetoria anormal durante os testes.

O analise dos resultados comportamentais agrupados por grupo de exposicdo foi
descrito no Figura 6, onde é identificar os grupos que apresentaram maior quantidade de
comportamentos diferentes do controle. Mediante a isto, observamos que entre 0s compostos
isolados o sulfentrazona foi o grupo que apresentou mais diferencas em relacdo ao controle,
seguido pelo fipronil, e posteriormente carbendazim. Vimos também que a mistura binaria C+F
apresentou mais diferencas do que os compostos isolados, mesmo sendo 50% da concentracao
isolada. Sugerindo que estes compostos misturados potencializaram os efeitos toxicos em

larvas de zebrafish. Da mesma forma que o grupo exposto a mistura binaria de F+S.

4. Discussao

O presente estudo fornece uma abordagem multi comportamental para avaliar como a
exposicao as pesticidas interferem na dinamica dos peixes e que estdo intimamente conectadas
formando uma paisagem heterogénea de alteragdes comportamentais. Os resultados mostram
que gque a exposicdo aos pesticidas e suas misturas afetam comportamentos variados dos

organismos, como detectar e escapar de um estimulo.
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O Carbendazim dentre os compostos isolados foi 0 que apresentou menos diferencas
significativas nos testes comportamentais em relacéo ao controle (Fig. 6). Andrade et al. (2016)
observaram que larvas de zebrafish expostas ao carbendazim (entre 0.0001 — 0.5 mg/L por
96hpf), passaram mais tempo nadando, porém o aumento do tempo gasto nadando ndo se
traduziu em um aumento da distancia percorrida, significando que os organismos nadaram mais
lentamente. No seu estudo Nwani et al. (2015), com juvenis da Claria gariepinus (Bagre
Africano) expostos a concentraces subletais de carbendazim (2.0 - 7.0 mg/L por 96h) os
peixes apresentaram comportamentos anormais, tais como natacao em espiral, hiperatividade,
movimentos erraticos e perda de equilibrio.

O que corrobora com nossos resultados, mesmo que nosso tempo de exposicdo tenha
sido maior a concentracdo que utilizamos (0.2 mg/L), observamos que este grupo ndo
apresentou reducfes na velocidade meédia e distancia percorrida, porém foi observada uma
trajetdria anormal em relacéo ao controle (Fig. 5), este grupo ndo apresentou diferenca no teste
de tigmotaxia, entretanto durante a atividade exploratoria, era esperado que estes animais
nadassem proximos a borda como o controle, porém isto ndo foi observado. Zhang et al. (2022)
em sua pesquisa observaram que o carbendazim tem efeitos excitatérios no sistema de motor
zebrafish. O que pode explicar nossos resultados onde o0 grupo exposto ao carbendazim, nao
teve a velocidade e nem a distancia percorrida reduzida em relacdo ao controle.

Desta forma, vemos que o sistema locomotor ndo foi afetado pelo carbendazim, pois as
larvas deste grupo também apresentaram resposta ao teste de sensibilidade ao toque. Mas este
grupo foi o que apresentou menor resposta de fuga ao estimulo visual e menor percentual de
agrupamento, mostrando que o carbendazim afetou neurologicamente este grupo, alterando
suas habilidades sociais e espaciais.

O zebrafish € um animal social que forma cardumes para melhorar o forrageamento,

evitando a predagéo (Miller and Gerlai, 2011), indicando ser uma espécie ideal para estudar as
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bases neurobiolégicas do comportamento social. Estudos mostraram que o zebrafish prefere
areas co-especificas; preferem ficar com individuos da mesma espécie ao realizar o teste de
interacdo social (Gerlai et al., 2000; Miller and Gerlai, 2011). E importante considerar que a
cognicdo social é um indicador priméario do funcionamento e desenvolvimento normal do
cérebro humano. No entanto, varios transtornos, como autismo (Leekam, 2016), transtornos
afetivos (Bo et al., 2017), transtornos alimentares (Bora and Kose, 2016) e esquizofrenia
(Green et al., 2015) séo associados ao comprometimento da cognicéo social.

Zhang et al. (2022) em sua pesquisa sugere que a expressdo alterada da DEG ctsl
causada pelo carbendazim contribuiu para as mudangas comportamentais no zebrafish. DEG
ctsl é uma cisteina responsavel pela degradacdo de numerosas proteinas, e € uma das principais
proteases lisossdmicas responsaveis pelo processamento de antigenos e degradacdo de
proteinas lisossdmicas (Shen et al., 2019). Estudos também mostraram que a desregulacdo do
DEG ctsl aumentou a apoptose neuronal (Fei et al., 2009) e a falta de DEG ctsl exibiu acimulo
de lisossomos autofagicos em neurdnios corticais, resultando em morte celular (Tholen et al.,
2014).

Alteracdes prejudiciais durante o desenvolvimento inicial do sistema nervoso, pode
levar a efeitos duradouros e permanentes, como déficits em capacidade mental e disturbios
comportamentais (Andrade et al., 2016; Altenhofen et al., 2019; Zhang et al., 2022). Nos
aspectos sociais, as consequéncias da neurotoxicidade durante o desenvolvimento incluem o
aumento da probabilidade de fracasso escolar, diminuicdo da produtividade econémica e
aumento do risco de comportamento antissocial ou sociopatas (Grandjean e Landrigan, 2006).

As larvas do grupo exposto ao fipronil apresentaram diferenca significativa em relagédo
ao controle, sendo observado o maior percentual de larvas paradas durante o teste de atividade
exploratéria (Fig. 4A), este grupo também foi o que teve o menor percentual de larvas com

resposta ao teste de sensibilidade ao toque (Fig. 1B). Park et al. (2020) observaram que o
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fipronil em concentragdo de 15.000 pg/L induziu a degeneragdo dos neurdnios motores da
medula espinhal, suprimindo o crescimento dos neurdnios motorizados do zebrafish, estes
efeitos no desenvolvimento podem em parte explicar quaisquer déficits comportamentais ou
locomotores nos animais expostos ao fipronil.

Porem nossos resultados mostram que este grupo nao teve a velocidade e a distancia
percorrida alterada. Estudos anteriores apontam que o fipronil ndo modificou a atividade
locomotora em roedores (Godinho et al. 2016), abelhas (El Hassani et al. 2005). Moreira et al.
(2021) em seu estudo, onde expos o zebrafish ao fipronil (50, 75 e 100 mg/L) ndo mostrou
mudancas na atividade natatoria sobre a velocidade média; entretanto, a distancia percorrida
foi menor em todas as concentracdes de exposicdo. A diferenca dos resultados encontrados em
nosso estudo em relacdo a distancia percorrida pode estar relacionada ao fato de termos
utilizado uma menor concentracao de fipronil (0.05 mg/L).

Este grupo também apresentou respostas significativamente diferentes do controle nos
comportamentos espacial (Fig. 3A) e social (Fig. 3B) durante o teste das bolas saltitantes, a
reducdo do comportamento de fuga em relacdo ao estimulo visual, também pode estar
relacionada também a defeitos oculares produzidos pelo fipronil, pois estas larvas também nao
responderam normalmente ao teste da resposta optomotora e de acordo com Brastrom et al.
(2019), este teste pode ser usado para detectar deficiéncia no sistema visual nas larvas.

Este Pesticida age diretamente sobre o acido y-aminobutirico impedindo o fechamento
dos canais de cloro (GABA), levando a superestimulacdo neuronal (Huang et al., 2019). A
diminui¢do de genes associados ao y-aminobutirico, sistemas glutamatricos e orientacéo
axonal, sugerem que estas alteraces podem ser devidas a reducdo da sinalizacdo do receptor
GABA, e a neuro inflamacdo gerada precede a perda de células ganglionares da retina

(Gramlich et al., 2021).
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Supomos que mesmo em baixas concentracdes o fipronil, além de causar déficits
locomotores e oculares, também gera alteragbes comportamentais que comprometeriam a
manutencdo destes individuos no meio ambiente. Outros estudos também mostram que
substancias com esse modo de ac¢do, antagonistas do GABA, como o fipronil, causam varios
efeitos, por exemplo, convulsées, hiperatividade e morte em peixes (Beggel et al., 2012). Além
disso, estudos usando modelos de roedores apoiam a hipotese de que a disfuncdo de GABA
contribui para déficits cognitivos e sociais observados em condi¢des psiquiatricas, como
esquizofrenia, autismo e depressdo (Paine et al., 2017; Piantadosi et al., 2016 ).

Dentre 0s grupos expostos aos pesticidas individualmente, o grupo exposto ao
sulfentrazona apresentou uma grande variedade de diferencas comportamentais em
comparacdo com o grupo de controle (Fig. 6). A velocidade média (Fig. 4B) foi
significativamente reduzida, assim como, a distancia percorrida (Fig. 4C). Do ponto de vista
ecologico, as alteracdes no comportamento de natatério podem ter consequéncias importantes
para a manutencdo dos organismos, pois podem originar ainda mais perturbacfes na
alimentacdo (capacidade de capturar presas) e aumentar a vulnerabilidade a predacédo (através
da incapacidade de permanecer discreto) entre outros processos (Little e Finger, 1990).

O grupo exposto ao sulfentrazona foi o que apresentou maior percentual de larvas
agrupadas, o que poderia indicar uma preferéncia social ou pode estar relacionado ao fato de
que as larvas deste grupo tiveram as velocidades médias mais baixas e consequentemente nao
se movimentavam tanto quanto os outros grupos. Este grupo também ndo respondeu ao
estimulo visual, indicando que as larvas tiveram o comportamento evasivo reduzido pelo
composto. Entretanto, este resultado também pode ser um comportamento residual devido ao
fato de que as larvas tinham as velocidades mais baixas e assim se movimentavam menos.

Sabe-se que 0 modo de acdo do sulfentrazona sobre os organismos alvo é atraves da

destruicdo das membranas celulares, através da inibi¢cdo da enzima PROTOX, que causa 0
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acumulo da protoporfirina 1X que causa a peroxidacdo do oxigénio, destruindo as membranas
celulares (Grichar et al., 2006). De acordo com Jiang et al. (2022), exposicdo ao sulfentrazona
(0.01 - 3.60 mg/L por 30 dias) teve efeito adverso efeitos sobre as bombas ATPase na regulacao
dos canais de calcio (Ca?*) em larvas de zebrafish.

A mecanica muscular determina o desempenho da atividade locomotora em zebrafish
(Seebacher et al., 2015) em um processo complexo no qual a interacdo da actina e da miosina
depende da promogcéo de Ca?*. Consequentemente, a manutengdo da homeostase Ca?* é vital
nos vertebrados, para a manutencdo da homeostase de Ca?*, a captacio de Ca®* deve ser
modulada através do canal epitelial Ca?* em células ricas em Na*-K*-ATPase em zebrafish
(Lin & Hwang, 2016). O Ca?* é exportado com alta especificidade por Ca?*-ATPases da
membrana plasmatica. Alguns contaminantes podem inibir a atividade do Ca?*-ATPase
resultando em defeitos sistema locomotor de zebrafish (YYan et al., 2020). Isto sugere que as
alteracbes em Ca?* e -ATPase causadas pelo sulfentrazona pode ter sido o fator para déficit
locomotor observado neste estudo. Em estudos anteriores com peixes expostos ao cobre,
relacionaram a divisdo da utilizacdo da energia, entre a manutencdo do equilibrio homeostéatica
e locomocdo, levaram a alteracdo do comportamento dos peixes (Handy et al., 1999),
corroborando esta hipotese.

As larvas expostas ao sulfentrazona também apresentaram reposta diferente do controle
no teste de atividade optomotora, o que demonstra que o sulfentrazona além de afetar o sistema
locomotor das larvas também afetou o visual. Segundo Fox et al. (1991) alteracdes em Na*-
K*-ATPase inibem o desenvolvimento da retina em ratos adultos, mediante aos nossos
resultados desregulacdo causa pelo sulfentrazona também pode ter sido responsavel pela
resposta comportamental observada neste teste. A falta de resposta ao estimulo visual
observada neste grupo no teste das bolas-saltitantes também pode estar relacionada as

alteracdes do sistema visual causada pelo sulfentrazona.
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Jiang et al. (2022) observou que o sulfentrazona (0,4 mg/L) pode alterar a frequéncia
cardiaca, e entre 1,20 mg/L e 3,60 mg/L causou efeitos significativos sobre taxa de eclosao,
taxa de mortalidade e reabsorcdo do saco vitelino, e entre 0,01 - 0,10 mg/L ndo causou
alteracdes fenotipicas no desenvolvimento embrionario do zebrafish ap6s 30 dias de exposicéo.
Observamos nos nossos testes que os animais exibiram diferencas comportamentais do
controle em concentragdes mais baixas (0.2 mg/L), demonstrando que sulfentrazona em
concentragdes abaixo do LMR é toxico para larvas de zebrafish.

Nossos resultados demonstraram que a mistura binaria de C em combinagdo com F
exibiram respostas sinérgicas sobre o zebrafish (Fig. 4D), mesmo a concentracdo da mistura
binaria ser 50% inferior a dos grupos individuais, observamos uma maior reducdo na
velocidade e distancia percorrida pelos animais expostos a esta mistura em relacdo ao controle
do que os grupos individuais. Frequentemente toxicidade sinérgica € encontrada em
organismos expostos a misturas de pesticidas (Wang et al., 2021). Além de também
apresentaram resposta diferente do controle no teste de resposta optomotora.

Mesmo que estes pesticidas ndo apresentem os mesmos modos de ac¢do, supomos que
as larvas expostas a eles, entram em stress oxidativo, levando a producédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Shukla et al., 2017). Pois diversos estudos com misturas pesticidas com
diferentes modos de acdo apontaram como efeitos da sinergia entre esses compostos 0 aumento
da producdo de ROS em zebrafish (Shukla et al., 2017; Shen et al., 2020; Wang et al., 2021).

No estagio inicial de desenvolvimento, a producdo excessiva de ROS tem sido
associada a morte celular apoptética em embriGes a larvas de peixe-zebra (Shi e Zhou, 2010;
Wu et al., 2019b; Ren et al., 2020). Wu et al. (2022) observamos que a geragdo de ROS
aumentou significativamente em larvas de peixe-zebra expostas a perfluorooctanossulfonatos
e foi significativamente na cabeca de larvas de zebrafish, indicando que o aumento de ROS

pode causar danos ao sistema nervoso central. Qiu et al. (2022) apontam com seus resultados
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que o estresse oxidativo induzido por poluentes pode desencadear deficiéncias
comportamentais e pode finalmente resultar na diminuicdo da aptiddo e sobrevivéncia dos
teledsteos (Border et al., 2019).

As misturas binarias e terciaria, C+S, F+S e C+F+S, também causaram alteracGes
comportamentais significativas em comparacdo ao controle. Apresentando menores
percentuais de reposta ao estimulo visual (Fig. 3A) e agrupamento (Fig. 3B), além das misturas
binaria também terem apresentado reducdo na velocidade (Fig. 4B) e na distancia percorrida
(Fig. 4C). Em nossa pesquisa anterior (dados ndo mostrados) como estas mesmas misturas, nao
observaram diferencas significativas em embrides de zebrafish expostos até 24 hpf na reducéo
da epibolia e efeitos teratogenicos.

Esta diferenca de resultados, pode estar relacionada ao tempo de exposi¢do que neste
teste foi maior (144 hpf), o que possibilitou a eclosdo dos animais, pois sabemos que o corion
funciona como uma barreira durante o desenvolvimento embrionario zebrafish sob exposicdo
a alguns quimicos (Braunbeck et al., 2005). Podendo ser esta uma das razfes pelas quais as
larvas do zebrafish s&o mais sensiveis em comparacdo com os embrides (Yang et al., 2019). E
interessante salientar também que neste teste nos utilizamos concentracdes de inferiores
fipronil (0.05, 0.02 e 0.10 mg/L) do teste anterior que realizamos (dados ndo mostrados) (0.20,
0.10 e 0.06 mg/L), o que demostrou gue o fipronil é proporcionalmente mais téxico ao tempo
de exposicao.

Nossos estudos ressaltam a dificuldade de interpretacdo da toxicidade de misturas de
pesticidas, pois a partir dos nossos resultados observamos diferentes padrdes de toxicidade para
misturas dependendo dos endpoints analisados, onde efeitos aditivos, como sinergismo foi
observado. Mostrando que, existem mecanismos potenciais de interagdo destas misturas com
0S organismos, e que sdo potencializados quando em contato com outros quimicos (Loureiro

et al., 2010), mesmo quando individualmente possuem modos de acéo diferente. Silva et al.
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(2015) também observou este tipo de variacdo, em sua pesquisa com Daphinia magna expostas
a uma mistura binaria (triclosan e carbendazim), onde constatou que diferentes endpoints
avaliados proporcionaram diferentes resultados em relacéo a toxicidade da mistura. Este tipo
de resposta também foi observado em outras pesquisas, onde os efeitos sobre o mesmo
organismo variaram dependendo do endpoint escolhido (Santos et al., 2011; Loureiro et
al., 2010).

Desta forma também podemos constatar que os testes comportamentais sao realmente
mais sensiveis do que os parametros de desenvolvimento e, portanto, tém o potencial de ser um
sinal de alerta precoce para o estresse ambiental. Os estudos devem se concentrar em entender
como as perturbagdes comportamentais medidas se traduzem em uma deficiéncia fisica na fase
adulta. Embora muitas pesquisas venham sendo realizados para avaliar a toxicidade combinada
dos pesticidas nos ultimos anos, concluimos gque informacdes adicionais ainda sdo necessarias

para entender a toxidade das misturas de pesticidas.

5. Concluséo

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que a exposi¢do a misturas de
pesticidas também leva a mudancas no comportamento larval do zebrafish, como a exposicao
ao pesticida individual, mesmo que a mistura tenha 50% da concentracdo usada na exposicao
com o pesticida individual. Onde misturas binarias mostraram ser mais toxicas em alguns
comportamentos, indicando sinergia entre os compostos, o que dificulta os estudos tradicionais
de toxicidade. Entretanto, os testes comportamentais provaram ser sensiveis e grandes
ferramentas para analisar o fenotipo dos efeitos causados por estas interacGes e podem indicar
0 caminho da toxicidade da mistura. Apesar do potencial toxicologico das misturas, seus efeitos

sobre os pardmetros comportamentais e bioquimicos ainda ndo sdo bem compreendidos.
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Portanto, estudos que analisam os efeitos destas interagcBes sdo importantes para entender e

expor a realidade que se encontra no ambiente, pois seus riscos podem ser subestimados.

6. Referéncias

Altenhofen, S., Nabinger, D. D., Wiprich, M. T. et al., 2017. Tebuconazole alters
morphological, behavioral, and neurochemical parameters in larvae and adult zebrafish
(Danio rerio). Chemosphere, 180, 483 - 490.

Andrade, T. S., Henriques, J. F., Almeida, A. R., et al., 2016. Carbendazim exposure induces
developmental, biochemical, and behavioral disturbance in zebrafish embryos. Aqua.
Toxic. 170, 390 - 399.

Basnet, R. M., Zizioli, D., Taweedet, S., et al., 2019. Zebrafish larvae as a behavioral model in
neuropharmacology. Biomedicines. 7, 1, 23.

Beggel, S., Werner, 1., Connon, R. E. et al., 2012. Impacts of the phenylpyrazole insecticide
fipronil on larval fish: time-series gene transcription responses in fathead minnow
(Pimephales promelas) following short-term exposure. Sci. of the Tot.I Environ. 426,
160-165.

Bo, Q.,Mao, Z., Li, X., etal., 2017. Use of the MATRICS consensus cognitive battery (MCCB)
to evaluate cognitive deficits in bipolar disorder: a systematic review and meta-
analysis. PloS one. 12, 4, e0176212.

Bora, E., Kose, S. 2016. Meta-analysis of theory of mind in anorexia nervosa and bulimia
nervosa: A specific impairment of cognitive perspective taking in anorexia

nervosa?. Inter. Jour. of Eat. Disorders. 49, 8, 739 - 740.



520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

113

Border, S. E., DeOliveira, G. M., Janeski, H. M. et al., 2019. Social rank, color morph, and
social network metrics predict oxidative stress in a cichlid fish. Behav. Ecol. 30, 2, 490
- 499.

Brastrom, L. K., Scott, C. A., Dawson, D. V. et al., 2019. A high-throughput assay for
congenital and age-related eye diseases in zebrafish. Biomedicines, 7, 2, 28.

Braunbeck, T., Bottcher, M., Hollert, H. et al., 2005. Towards an alternative for the acute fish
LC50 test in chemical assessment: the fish embryo toxicity test goes the multi-species-
an update. ALTEX -Altern. to anim.experim. 22, 2, 87 - 102.

Bridi, D., Altenhofen, S., Gonzalez, J. B. et al., 2017. Glyphosate and Roundup® alter
morphology and behavior in zebrafish. Toxicology. 392, 32-39.

Cadena, P. G., Cadena, M. R. S., Sarmah, S., et al., 2020a. Folic acid reduces the ethanol-
induced morphological and behavioral defects in embryonic and larval zebrafish (Danio
rerio) as a model for fetal alcohol spectrum disorder (FASD). Reprod. Toxic. 96, 249 -
257.

Cadena, P. G., Cadena, M. R. S., Sarmah, S., et al., 2020b. Protective effects of quercetin,
polydatin, and folic acid and their mixtures in a zebrafish (Danio rerio) fetal alcohol
spectrum disorder model. Neurotox. and Terato. 82, 106928.

Colwill, R. M., Creton, R. 2011. Locomotor behaviors in zebrafish (Danio rerio)
larvae. Behav.proces. 86, 2, 222 - 229.

d’Amora, M., Giordani, S. 2018. The utility of zebrafish as a model for screening
developmental neurotoxicity. Front. in neuro. 12, 976.

El Hassani, A. K., Dacher, M., Gauthier, M., et al., 2005. Effects of sublethal doses of fipronil
on the behavior of the honeybee (Apis mellifera). Pharmac. Bioch. and Behav. 82, 1, 30

- 39.



544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

114

Fan, R., Zhang, W., Li, L., et al., 2021. Individual and synergistic toxic effects of carbendazim
and chlorpyrifos on zebrafish embryonic development. Chemosphere, 280, 130769.

Fei, X. F., Qin, Z. H., Xiang, B., et al., 2009. Olomoucine inhibits cathepsin L nuclear
translocation, activates autophagy and attenuates toxicity of 6-hydroxydopamine. Brain
Resea. 1264, 85-97.

Fitzgerald, J. A., Kénemann, S., Krimpelmann, L., et al., 2021. Approaches to test the
neurotoxicity of environmental contaminants in the zebrafish model: From behavior to
molecular mechanisms. Environ. Toxic. and Chem. 40, 4, 989 - 1006.

Fox, D. A., Rubinstein, S. D., Hsu, P. 1991. Developmental lead exposure inhibits adult rat
retinal, but not kidney, Na+, K+-ATPase. Toxic. and appl. Pharmac. 109, 3, 482 - 493.

Gerlai, R. 2010. Zebrafish antipredatory responses: a future for translational research?. Behavi.
brain Res. 207, 2, 223 - 231.

Godinho, C., Domingos, J., Cunha, G. et al., 2016. A systematic review of the characteristics
and validity of monitoring technologies to assess Parkinson’s disease. Jour. of
neuroeng. and rehabil. 13, 1, 1-10.

Gramlich, O. W., Godwin, C. R., Wadkins, D., et al., 2021. Early Functional Impairment in
Experimental Glaucoma Is Accompanied by Disruption of the GABAergic System and
Inceptive Neuroinflammation. Internat. Jour. of mole. Sci. 22, 14, 7581.

Grandjean, P., Landrigan, P. J. 2006. Developmental neurotoxicity of industrial chemicals.
Lancet. 368, 2167 — 2178.

Green, M. F., Horan, W. P., Lee, J. 2015. Social cognition in schizophrenia. Nat. Rev.
Neurosci. 16, 10, 620 - 631.

Grichar, W. J., Besler, B. A., Dotray, P. A. 2006. Weed control and peanut (Arachis hypogaea)

response to sulfentrazone. Crop Protec. 25, 8, 753 - 757.



568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591

592

115

Handy, R. D., Sims, D. W., Giles, A. et al., 1999. Metabolic trade-off between locomotion and
detoxification for maintenance of blood chemistry and growth parameters by rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) during chronic dietary exposure to copper. Aqua.
Toxic. 47, 1, 23 - 41.

Howe, K., Clark, M. D., Torroja, C. F., et al., 2013. The zebrafish reference genome sequence
and its relationship to the human genome. Nature. 496, 7446, 498 - 503.

Huang, Q. T., Sheng, C. W., Jiang, J. et al., 2019. Interaction of insecticides with heteromeric
GABA-gated chloride channels from zebrafish Danio rerio (Hamilton). Jour. of hazar.
Mat. 366, 643 - 650.

Jiang, J., Wang, L., Zhang, C., et al., 2022. Health risks of sulfentrazone exposure during
zebrafish embryo-larvae development at environmental
concentration. Chemosphere, 288, 132632.

Jordi, J., Guggiana-Nilo, D., Bolton, A. D., et al., 2018. High-throughput screening for
selective appetite modulators: A multibehavioral and translational drug discovery
strategy. Sci. Advan. 4, 10, eaav1966.

Kimmel, C. B., Ballard, W. W., Kimmel, S. R., et al., 1995. Stages of embryonic development
of the zebrafish. Develop. Dynam. 203, 3, 253 - 310.

Kliver, N., Konig, M., Ortmann, J., et al., 2015. Fish embryo toxicity test: Identification of
compounds with weak toxicity and analysis of behavioral effects to improve prediction
of acute toxicity for neurotoxic compounds. Environ. Sci. & tech. 49, 11, 7002 - 7011.

Kronbauer, E. A., Biondo, E., Zanetti, C., et al., 2021. Agrotdxicos em agua do rio e agua
tratada no Municipio de Encantado/RS. Amb.: Gest. e Desen. 14, 2.

Lau, B. Y., Mathur, P., Gould, G. G., et al., 2011. Identification of a brain center whose activity
discriminates a choice behavior in zebrafish. Procee. of the Natio. Acad. of Sci. 108, 6,

2581 - 2586.



593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609

610

611

612

613

614

615

116

Legradi, J.B., Di Paolo, C., Kraak, M.H.S., et al., 2018. An ecotoxicological view on
neurotoxicity assessment. Environ. Sci Eur. 30 - 46.

Leekam, S. (2016). Social cognitive impairment and autism: what are we trying to
explain?. Philos. Transac. of the Royal Soc. B: Biolog. Sci. 371, 1686, 20150082.

Leuthold, D., Kliver, N., Altenburger, R., et al., 2018. Can environmentally relevant
neuroactive chemicals specifically be detected with the locomotor response test in
zebrafish embryos?. Environ. Sci. & tech. 53, 1, 482 - 493.

Li, X., Ma, W., Li, H., et al., 2020. Determination of residual fipronil and its metabolites in
food samples: A review. Tren. in Food Sci. & Tech. 97, 185 - 195.

Lin, C. H., Hwang, P. P. 2016. The control of calcium metabolism in zebrafish (Danio
rerio). Intern. Jour. of molec. Sci. 17, 11, 1783.

Little, E. E., Finger, S. E. 1990. Swimming behavior as an indicator of sublethal toxicity in
fish. Environ. Toxic. and Chem.: An Intern.l Jour. 9, 1, 13-19.

Loureiro, S., Svendsen, C., Ferreira, A. L. et al., 2010. Toxicity of three binary mixtures to
Daphnia magna: comparing chemical modes of action and deviations from conceptual
models. Environmental Toxic. and Chem. 29, 8, 1716 - 1726.

Miller, N. Y., Gerlai, R. 2011. Shoaling in zebrafish: what we don’t know.

Moreira, R. A., Araljo, C. V., da Silva Pinto, T. J., et al., 2021. Fipronil and 2, 4-D effects on
tropical fish: Could avoidance response be explained by changes in swimming behavior
and neurotransmission impairments?. Chemosphere, 263, 127972.

Nery, L. R., Eltz, N. S., Hackman, C. et al., 2014. Brain intraventricular injection of amyloid-
B in zebrafish embryo impairs cognition and increases tau phosphorylation, effects

reversed by lithium. PLoS One. 9, 9, e105862.



616

617

618

619

620

621

622

623

624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

117

Nwani, C. D., Omah, M. C., Ivoke, N. et al., 2015. Biochemical, haematological and
morphological variations in juvenile Clarias gariepinus exposed to Carbendazim®
fungicide. Afri. Jour. of Aqua. Sci. 40, 1, 63 - 71.

Ogungbemi, A., Leuthold, D., Scholz, S., et al., 2019. Hypo-or hyperactivity of zebrafish
embryos provoked by neuroactive substances: a review on how experimental
parameters impact the predictability of behavior changes. Environ. Sci. Euro. 31,1, 1 -
26.

Paine, T. A., Swedlow, N., Swetschinski, L. 2017. Decreasing GABA function within the
medial prefrontal cortex or basolateral amygdala decreases sociability. Behav. brain
resea. 317, 542 - 552.

Panula, P., Sallinen, V., Sundvik, M., et al., 2006. Modulatory neurotransmitter systems and
behavior: towards zebrafish models of neurodegenerative diseases. Zebrafish. 3, 2,
235-247.

Park, H., Lee, J. Y., Park, S. et al., 2020. Developmental toxicity of fipronil in early
development of zebrafish (Danio rerio) larvae: Disrupted vascular formation with
angiogenic failure and inhibited neurogenesis. Jour. of hazar. Mater. 385, 121531.

Pelkowski, S. D., Kapoor, M., Richendrfer, H. A., et al., 2011. A novel high-throughput
imaging system for automated analyses of avoidance behavior in zebrafish
larvae. Behavi. brain resear. 223, 1, 135 -144.

Peterson E.K., Buchwalter D.B., Kerby J.L., et al., 2017. Integrative behavioral ecotoxicology:
Bringing together fields to establish new insight to behavioral ecology, toxicology, and
conservation. Curr. Zool. 63, 185 - 194.

Piantadosi, P. T., Khayambashi, S., Schluter, M. G. et al., 2016. Perturbations in reward-related
decision-making induced by reduced prefrontal cortical GABA transmission: relevance

for psychiatric disorders. Neuropharmacology, 101, 279 - 290.



641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

118

Qiu, Y., Lin, X,, Chen, Z., Li, B. et al., 2022. 5-Hydroxymethylfurfural exerts negative effects
on gastric mucosal epithelial cells by inducing oxidative stress, apoptosis, and tight
junction disruption. Jour. of Agricul. and Food Chem. 70, 12, 3852 - 3861.

Randlett, O., Wee, C. L., Naumann, E. A., et al., 2015. Whole-brain activity mapping onto a
zebrafish brain atlas. Nat. Meth. 12, 11, 1039 - 1046.

Richendrfer, H., Creton, R. 2018. Cluster analysis profiling of behaviors in zebrafish larvae
treated with antidepressants and pesticides. Neurotox. and terato. 69, 54 - 62.

Romero-Ferrero, F., Bergomi, M. G., Hinz, R. C. et al., 2019. Idtracker. ai: tracking all
individuals in small or large collectives of unmarked animals. Nat. Meth. 16, 2, 179 -
182.

Rosa, J. G. S., Lima, C., Lopes-Ferreira, M. 2022. Zebrafish larvae behavior models as a tool
for drug screenings and pre-clinical trials: a review. Inter. Jour. of Mol. Sci. 23, 12,
6647.

Santos, M. J. G., Soares, A. M., Loureiro, S. 2011. Joint toxicity of three plant protection
products to Triticum aestivum (L.) and Brassica rapa (L.). Jour. of Soi. and Sed. 11, 6,
990 -999.

Seebacher, F., Little, A. G., James, R. S. 2015. Skeletal muscle contractile function predicts
activity and behavior in zebrafish. Jour. of Exper. Biol. 218, 24, 3878 - 3884.

Severo, E. S., Marins, A. T., Cerezer, C., etal., 2020. Ecological risk of pesticide contamination
in a Brazilian river located near a rural area: a study of biomarkers using zebrafish
embryos. Ecotox. and Environ. Saf. 190, 110071.

Shen, C., Zhou, Y., Tang, C. et al., 2020. Developmental exposure to mepanipyrim induces

locomotor hyperactivity in zebrafish (Danio rerio) larvae. Chemosphere, 256, 127106.



664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

119

Shen, X., Zhao, Y. F., Xu, S. Q. et al., 2019. Cathepsin L induced PC-12 cell apoptosis via
activation of B-Myb and regulation of cell cycle proteins. Acta Pharmac. Sini. 40, 11,
1394 - 1403.

Shukla, S., Jhamtani, R. C., Dahiya, M. S., et al., 2017. Oxidative injury caused by individual
and combined exposure of neonicotinoid, organophosphate and herbicide in
zebrafish. Toxic. Rep. 4, 240 -244.

Silva, A. R. R., Cardoso, D. N., Cruz, A. et al., 2015. Ecotoxicity and genotoxicity of a binary
combination of triclosan and carbendazim to Daphnia magna. Ecotox. and environ.
Saf. 115, 279 - 290.

Syafrudin, M., Kristanti, R. A., Yuniarto, A., et al., 2021. Pesticides in drinking water—a
review. Inter. Jour. of Environ. Res. and Pub. Heal. 18, 2, 468.

Tholen, S., Biniossek, M. L., Gansz, M. et al., 2014. Double deficiency of cathepsins B and L
results in massive secretome alterations and suggests a degradative cathepsin-MMP
axis. Cell. and molec. life sci. 71, 5, 899 - 916.

Thorngren, J. L., Harwood, A. D., Murphy, T. M., et al., 2017. Fate and risk of atrazine and
sulfentrazone to nontarget species at an agriculture site. Environ. Toxic. and chem. 36,
5, 1301 - 1310.

Wan, Y., Tran, T. M., Nguyen, V. T., et al., 2021. Neonicotinoids, fipronil, chlorpyrifos,
carbendazim, chlorotriazines, chlorophenoxy herbicides, bentazon, and selected
pesticide transformation products in surface water and drinking water from northern
Vietnam. Sci. of the Tot. Environ. 750, 141507.

Wang, Y., Lv, L., Xu, C. et al., 2021. Mixture toxicity of thiophanate-methyl and fenvalerate
to embryonic zebrafish (Danio rerio) and its underlying mechanism. Sci. of The Tot.

Environ. 756, 143754.



688

689

690

691

692

693

694

695

696

697

698

699

700

701

702

703

120

Westerfield, M., 2000. The Zebrafish book: a guide for the laboratory use of Zebrafish (Danio
rerio), fourth ed. University of Oregon Press, Eugene, OR.

Wu, L., Dang, Y. Liang, L. X. et al, 2022. Perfluorooctane sulfonates induces
neurobehavioral changes and increases dopamine neurotransmitter levels in zebrafish
larvae. Chemosphere, 297, 134234,

Wu, Y., Huang, J., Deng, M. et al., 2019. Acute exposure to environmentally relevant
concentrations of Chinese PFOS alternative F-53B induces oxidative stress in early
developing zebrafish. Chemosphere, 235, 945-951.

Yan, J.,, Chen, S., Zuo, Z., et al., 2020. Graphene oxide quantum dot exposure induces
abnormalities in locomotor activities and mechanisms in zebrafish (Danio rerio). Jour.
of App. Toxic. 40, 6, 794 - 803.

Yang, Y., Tang, T. L., Chen, Y. W. et al., 2020. The role of chorion around embryos in toxic
effects of bisphenol AF exposure on embryonic zebrafish (Danio rerio)
development. Estua. Coas. and Shelf Sci. 233, 106540.

Zhang, W., Fan, R., Luo, S., et al., 2022. Antagonistic effects and mechanisms of carbendazim

and chlorpyrifos on the neurobehavior of larval zebrafish. Chemosphere, 293, 133522.



121

704  FIGURAS

1A

—

<

)
1

e;e]
<
1
——i
——
—
—
—
—
—
—
LN
¥

EDGE

o L P R

% of animals with thigmotaxis

40 1
20 1
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
Control C F S C+F C+S F+S CH+F+S
1B
1004 —F "' T T T T T
R

80 - J
40

20+

% of animals with response to touch

0

Control C F S C+F C+S F+S C+F+S
705

706  Figura 1. Efeitos dos pesticidas e suas misturas no teste de tigmotaxia (A) e respostas de cada
707  grupo em relacdo ao grupo de controle por ANOVA unidirecional (F (7,55) = 2,06 p < 0,07)
708  seguido pelo teste de Tukey (Cp=0,82; Fp=0,24;Sp=0,11;C+Fp=0,08; C+Sp=0,06;
709 F+Sp=043;C+F+Sp=0,43). Teste de sensibilidade ao togue (B) e respostas de cada
710  grupo em comparagao com o grupo de controle de um modo ANOVA (F (7,55) = 2,11863 p <

711 0,05935) seguido pelo teste de Tukey (Cp=0,92; Fp=0,09;Sp=0,92;C+Fp=0,97;C+



122

712 Sp=1;F+Sp=1,C+F+Sp=1),p<0,05(*), p<0,05(*). Legenda: Contr - Controle; C

713 - Carbendazim; F - Fipronil; S - Sulfentrazona.

714
<  Gemmm G G—
PS5t T
. m o ‘ . I - ‘
] %High-alignment | |%Low-alignment
] * * g * * * ok
100 J___h:L_DD__L__lL—_LJ___h:__L__l:L_DJ:L_L__l:L
2
a2 80
S
73
2
w604
=
£
()
S 40
S
O\O
20 4
0
x%’,cg,co,gﬁv'co, S vy o
715

716  Figura 2. Percentual total de alinhamento de larvas de zebrafish ao poco durante o teste de
717  Resposta Optomotora sendo analisado pelo teste de simetria do Bowker, p < 0,05 (*), para o
718  mesmo grupo entre as posigdes inicial, média e final do teste. (Contr. p <0,05; C p<0,05; Fp

719 =0,16;Sp=1,C+Fp=0,16;C+Sp=0,88;F+Sp<0,05 C+F+Sp<0,05). Legenda:
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grupo de controle de uma forma ANOVA (F (7,55) = 17,11, p < 0,01) seguido pelo teste de

Tukey (Cp<0,05;Fp<0,05Sp<0,05C+Fp=0;C+Sp<005F+Sp=0,03;,C+F
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+ S p <0,05), p<0,05 (*). Agrupamento percentual de larvas durante o teste da Bola saltitante
(B), os grupos foram comparados ao grupo de controle por um lado ANOVA (F (7,55) = 6,20,
p < 0,01), seguido pelo teste de Tukey (C p <0,05; Fp<0,05; Sp<0,05C+Fp<0,05;C+
Sp<005F+Sp<0,05C+F+Sp<0,05 C+F+Sp=0,01), p<0,05(*). Legenda:

Contr - Controle; C - Carbendazim; F - Fipronil; S - Sulfentrazona.
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Figura 4. Percentual total de larvas que permaneceram paradas durante o teste de Atividade
Exploratoria (A). Os grupos foram comparados ao grupo de controle de uma forma ANOVA
(F (7,55) = 2. 71277, p < 0,01) sequido pelo teste de Tukey (Cp=0,84; Fp=0,01; Sp=0,88;
C+Fp=0,70;C+Sp=098;F+Sp=0,13;C+F+Sp=0,88), p<0,05(*). Velocidade

média de natagdo das larvas durante o teste (B). Os grupos foram comparados ao grupo de
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741 controle de uma forma ANOVA (F (7.435) = 4,0053, p < 0,01) seguido pelo teste de Tukey (C
742 p=044;Fp=037;Sp=0,002;C+Fp<0,05C+Sp=052;F+Sp=003;,C+F+Sp
743  =0,67), p <0,05 (*). Distancia média total percorrida pelas larvas que nadaram durante o teste
744  (C). Os grupos foram comparados ao grupo de controle ANOVA de um sentido (F (7.435) =
745  4.00565, p < 0,01) seguido pelo teste de Tukey (Cp=0,44; Fp=0,37; Sp=0,003;C+Fp
746 <005 C+Sp=052,F+Sp=003;C+F+Sp=0,68), p<0,05(*). (D) Tracado de
747  contorno ternario das variaveis Carbendazim, Fipronil e Sulfentrazona para um modelo cubico
748  especial (F(3.380) = 3,004, p = 0,03) avaliando os efeitos individuais e as interacdes destes
749  pesticidas em suas misturas. Carbendazim e Sulfentrazona eram mais toxicos ao reduzir a
750  distancia total percorrida (areas verdes). Legenda: Contr - Controle; C - Carbendazim; F -

751  Fipronil; S - Sulfentrazona.
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Figura 5. A trajetoria total percorrida por uma larva zebrafish de cada grupo experimental e

do controle em um poco de uma placa de 48 pocos durante a gravagao de 3 minutos do teste de

Atividade Exploratéria. Legenda: Contr - Controle; C - Carbendazim; F - Fipronil; S -

Sulfentrazona.
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Figura 6. Andlise de agrupamento de comportamentos das larvas expostas a pesticidas
individualmente e misturados com 6 dpf. Comparacao do valor da variavel P dos grupos testes
com o grupo de controle. As barras verdes indicam valores de 1 - 2, e as barras pretas indicam

um valor de 3. Legenda: Contr - Controle; C - Carbendazim; F - Fipronil; S - Sulfentrazona.
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TABELAS

Tabela 1. Concentracfes dos compostos carbendazim (C), fipronil (F), e sulfentrazona (S)
isolados, nas misturas binarias e tercearias usadas nos testes de comportamento com larvas de
zebrafish expostas. O layout do método de projeto do Simplex centroid design para avaliar as

interacdes entre 0s compostos quimicos.

Simplex centroid design para avaliacdo comportamental em 6 dpf

Componentes Carbendazim (mg/L) Fipronil (mg/L) Sulfentrazona (mg/L)
C 0.200 0.0 0.0
F 0.0 0.050 0.0
S 0.0 0.0 0.200
C+F 0.100 0.025 0.0
C+S 0.100 0.0 0.100
F+S 0.0 0.025 0.100
C+F+S 0.060 0.0170 0.060




ANEXOS

UNIVERSIDADE Comissdo de Etica no

FEDERAL RURAL g ,

DE PERNAMBUCO Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Toxicidade das misturas dos agrotdxicas Sulfentrazona, Fipronil e Carbendazim no modelo
animal zebrafish (Danio rerio)", protocalada sob o CEUA n® 7373131021 o omos1s), sob a responsabilidade de Pabyton Gongalves
Cadena e equipe; Samara da Silva Gomes,; Matheus Victor Viana de Mela - que envalve a producio, manutencdo efou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - ests de
acordo com 0% preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem camo com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentaco Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE) na reunido de 15/12/2021.

We certify that the proposal "Taxicity of the pesticide mixtures Sulfentrazone, Fipronil and Carbendazim in the zebrafish animal
madel (Danio reria)”®, utilizing 3906 Fishes (males and females), protocal number CEUA 7373131021 oo aooais), under the
responsibility of Pabyton Goncalves Cadena and team; Samara da Silva Gomes; Matheus Victor Viana de Melo - which involves
the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council far Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the Rural Federal University of Pernambuco (CEUA/UFRPE) in the meeting of 12/15/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 0172022 a 12/2022 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Labaratdrio de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1a7dias M: 3510
Linhagem: Variadas Peso: lalg

Origem: Laboratdrio de Ecofisiologia e Comportamenta Animal - LECA

Espécie: Peixes sexd: Machos e Fémeas idade: 312 meses M: 396
Linhagem: Variadas Pesa: la3g

Local do experimento: No Laboratdrio de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA da UFRPE.

Recife, 19 de setembro de 2022

Prof. Dr. Carlos Fernando Hadrigueﬁ Guarana Praf. Dr. Francisco de Assis Leite Souza
Coordenadar da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadar da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural de Pernambuco Universidade Federal Rural de Pernambuco

Fua Dem Manoel de Medeiras, 5™, Dois Irm3as, Recile-PE [ CEP 52171900 - tel- +55 JxxA1 3320-6327
Hordrie de atendiments: 28 2 6* das B &5 12h [ 13h 45 17h - e-mail: cesaBulrpe. be
CEUA M T373131021
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