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RESUMO

Avaliar os efeitos da exposicdo de diferentes concentracfes de tebuconazol,
principio ativo de fungicidas comerciais, sobre embrides e adultos de Danio
rerio, através de ensaio de ansiedade, glicemia, danos no DNA e
desenvolvimento embrionario. Foram realizados dois ensaios, sendo o primeiro
com adultos da espécie visando avaliar parametros de estresse através do teste de
mergulho em tanque novo, glicose plasmatica e genotoxicidade com os testes de
micronucleo e ensaio cometa. No segundo ensaio, avaliou-se a toxicidade do
fungicida influenciando o desenvolvimento embrionario de zebrafish. No ensaio
1, utilizou-se 320 exemplares adultos de D. rerio divididos em oito aquarios,
tendo sido expostos as concentragdes de 0; 100; 200 e 300 pg/L de tebuconazol
com suas respectivas réplicas nos tempos de 24, 72 e 96 horas. Ap6s cada
periodo de exposicdo, 10 animais foram retirados de cada aquario, levados para
filmagem do teste de mergulho em tanque novo e em seguida realizados 0s
procedimentos de coleta de sangue e branquias para a realizagdo dos demais. No
ensaio 2, embrides de zebrafish foram expostos as concentracdes de 0; 12,5; 25;
50; 100 e 200 pg/L de tebuconazol por um periodo de 96h, sendo analisadas
diariamente as alteracdes morfologicas e taxa de sobrevivéncia. Os resultados
encontrados mostraram desvio comportamental de zebrafish, em que os animais
expostos ao tebuconazol apresentaram-se mais ansiosos, diminuindo seu tempo
de permanéncia na superficie do aquario. Para a glicose plasmatica (mg/dL), ndo
houve diferenga significativa (p>0,05). Para os testes de micronucleo e ensaios
cometa a exposicdo de D. rerio ao tebuconazol resultou em aumento
significativo (p<0,05) de danos ao DNA em funcdo do tempo de exposicdo e das
diferentes concentracfes de tebuconazol. Nos embriGes, o tebuconazol nao
causou nenhuma malformacdo durante os estagios embrionarios. As taxas de
sobrevivéncia ndo foram alteradas nas doses de 12,5; 25 e 50 pg/L, apenas a
dose de 100 pg/L foi capaz de atuar diminuindo a sobrevivéncia. Ao analisar
diferentes doses dentro de um mesmo periodo de desenvolvimento embrionério,
houve diferenca significativa (p<0,001), em que as maiores taxas de
sobrevivéncia foram obtidas nas menores concentragdes de tebuconazol. A
concentragdo de 200 pg/L foi considerada altamente toxica para os embriGes,
pois em menos de 24hpf todos os embribes haviam morrido. Os resultados
obtidos neste estudo permitem concluir que o tebuconazol possui efeitos tanto
nos adultos quanto em embrides de Danio rerio, gerando fragmentacdo no
material genético e alteragdes no comportamento dos adultos, além de induzir
letalidade nos embrides.

Palavras-chave: Triazol. Ensaio cometa. Teste do microntcleo. Embrides.
Glicose. Ansiedade.



ABSTRACT

This work aimed at evaluating the effects of the exposure to different
concentrations of tebuconazole, active principal for commercial fungicides, over
Danio rerio embryos and adults, by means of anxiety, glucose, DNA damage
and embryonic development trials. Two trials were conducted, the first with
adults, aiming at evaluating stress parameters by means of new tank dive,
plasma glucose and genotoxicity tests, as well as micronuclei test and comet
trial. In the second trial, we evaluated the toxicity of the fungicide, influencing
the embryonic development of zebrafish. In trial 1, 320 specimens of adult D.
rerio, divided into 8 tanks, having been exposed to the concentrations of 0, 100,
200 and 300 pg/L of tebuconazole, with the respective replicates at times 24, 72
and 96 hours. After each period of exposure, 10 animals were removed from
each tank, taken to filming of the new tank dive test having, subsequently,
collected blood and gill samples to conduct the remaining tests. In trial 2,
zebrafish embryos were exposed to the concentrations of 0, 12.5, 25, 50, 100 and
200 pg/L of tebuconazole for a period of 96 hours, daily analyzing
morphological changes and survival rate. The results show a behavioral
deviation of the zebrafish, when the animals exposed to tebuconazole were more
anxious, reducing the time of permanence at the surface of the tank. For
plasmatic glucose (mg/dL) there was no significant difference (p>0.05). For the
micronuclei test and comet trial, the exposure to tebuconazole resulted in a
significant increase (p<0.05) of damage to the DNA in function of the time of
exposure and different concentrations of tebuconazole. For the embryos, the
tebuconazole caused no malformation during the embryonic stages. The survival
rates were not altered with the doses of 12.5, 25 and 50 pg/L. Only the dose of
100 pg/L was capable of decreasing the survival. When analyzing the different
doses within a same period of embryonic development, there was significant
difference (p<0.001), in which the higher survival rates were obtained at the
lowest concentrations of tebuconazole. The concentration of 200 pg/L was
considered highly toxic to the embryos, given that, in less than 24 hours, all
embryos had died. The results obtained in this study allow us to conclude that
tebuconazole has the same effects over Danio rerio embryos and adults, causing
fragmentation of the genetic material and changes in the behavior of the adults,
in addition to reducing embryo lethality.

Keywords: Triazole. Comet assay. Micronucleus test. Embryos. Glucose.
Anxiety.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo do planeta esta levando a
necessidade de uma maior oferta por alimentos, acompanhada por uma intensa
atividade agropecuaria. A elevacdo da producdo de alimentos ocasiona um uso
intensivo de defensivos agricolas, a fim de combater doengas, pragas e a
competicdo com plantas invasoras. No entanto, a utilizacdo destes produtos vem
sendo realizada de forma incorreta e ou de maneira inconsciente. Apesar do uso
continuo e intenso, pouco se sabe sobre os efeitos dos defensivos agricolas em
longo prazo e o efeito das altas dosagens na salde publica e em animais.

Muitos defensivos como os fungicidas sdo utilizados desde a
antiguidade, apresentando diferentes classificacbes de acordo com o principio
quimico ativo. Dentre as classificacdes encontra-se o grupo dos triazois, 0s quais
sdo altamente toxicos por serem persistentes na dgua. Nesse grupo esta inserido
0 principio ativo tebuconazol.

Estudos indicam que este principio ativo apresenta acgdo citotoxica,
fitotoxica e clastogénica em plantas. Em mamiferos podem causar problemas no
desenvolvimento neurolégico, comprometimento do sistema imunoldgico de
ratos e efeito negativo no desempenho reprodutivo de morcegos. Além disso,
por serem facilmente transportados no ambiente, acabam contaminando rios e
lencbis fredticos, afetando todos os organismos ali existentes, inclusive os
peixes.

Os peixes sdo considerados importantes bioindicadores para a qualidade
de agua, pois sdo capazes de capturar e reter os xenobidticos (substancias
estranhas ao organismo) dissolvidos em 4&gua, e por estarem expostos
diretamente aos contaminantes, reagem sensivelmente a quaisquer alteragdes do
meio. As alteracdes fisiologicas dos peixes associadas aos niveis de pesticidas
presentes no ambiente, ndo sO proporcionam um meio para compreender a

dindmica dos poluentes em termos bioldgicos, mas também podem ser usadas
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como modelo para estudos de toxicidades desses poluentes em vertebrados,
incluindo o homem.

Quando os peixes sdo expostos a uma substancia toxica, esse composto
estranho no ambiente pode ameacar o equilibrio homeostatico dos animais e
causar alteracdes fisiolégicas como variagdes na concentragdo de glicose
plasmatica ou alteragcbes comportamentais, como maior tempo de permanéncia
dos peixes no fundo do aquario em uma situacdo de estresse. Essas alteragdes
podem ser facilmente medidas e avaliadas nos teste de toxicidade, no qual €é
possivel mensurar o grau de ansiedade e estresse causado pela presenca desses
compostos no ambiente aquatico.

Outra maneira de avaliacdo da acdo de substancias toxicas nos peixes se
faz através da detecgdo de modificagcbes no DNA. Muitas substancias toxicas sao
capazes de impedir e ou modificar a replicacdo do DNA, por interagirem
intimamente com o material genético das células, levando a uma alteracdo
oxidativa ou mesmo quebras no DNA, interferindo na transmissdo genética. A
deteccdo dessas modificagfes no DNA pode ser realizada utilizando testes como
do microndcleo e ensaio cometa, 0s quais se mostram relativamente simples e
baratos. Além dos adultos, os embrides também sdo amplamente utilizados em
testes toxicoldgicos, area esta conhecida como embriotoxicidade.

A utilizacdo de embrides de peixes, dependendo da substancia que esta
sendo testada e do objetivo do trabalho, torna-se de extrema importancia, pois
sdo organismos mais sensiveis que os adultos, podendo em muitos casos
apresentarem alteragcdes que nao sdo perceptiveis nos adultos. Os agentes toxicos
podem gerar alteracfes nos processos fisioldgicos dos embribes, ocasionando
ma formag&o dos mesmos, interferindo no seu desenvolvimento e sobrevivéncia.

O peixe Danio rerio (zebrafish ou paulistinha) é considerado modelo
experimental para humanos, por apresentar 70% de homologia genética com 0s

mamiferos. Corresponde a um animal de pequeno porte, de facil manutengao,
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com alta taxa reprodutiva, de comportamento facilmente observavel e
quantificavel. Nos ultimos anos, tem atraido a atengdo da comunidade cientifica,
principalmente em estudos com monitoramento de toxicidade ambiental.
Baseado nos argumentos apresentados, visa-se com este estudo avaliar
os efeitos toxicoldgicos do principio ativo tebuconazol de fungicidas comerciais,

através de ensaios utilizando embriGes e adultos do peixe modelo Danio rerio.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Agrotoxicos

Além dos efluentes industriais e domésticos lancados diretamente nos
rios, muitos defensivos agricolas séo lixiviados para lagos e rios contaminando o
ecossistema ali presente. Agrotoxicos, defensivos agricolas, pesticidas e
agroquimicos sao definicdes que se aplicam a compostos constituidos por
diversas substancias quimicas ou produtos bioldgicos fabricados de forma a
aumentar a acéo biocida (VEIGA, 2007).

Os agrotoxicos por apresentarem diferentes formulaces, podem ser
agrupados em herbicidas, fungicidas, inseticidas, microbicidas, nematicidas e
acaricidas, de acordo com o organismo alvo, sendo classificados quanto ao
modo de acAo, a finalidade, a toxicidade e a origem (KRUGER, 2009).

Utilizados desde a antiguidade, os fungicidas constituem um dos
principais defensivos utilizados na agricultura (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR,
2008). Podem ser classificados em fungicidas sistémicos e de contato e com
relacio ao grupo quimico em triazol, ditiocarbamatos, benzimidazol e
dicarboximidas.

Segundo dados do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos, os grupos dicarboximida e triazol e seus principios ativos foram
encontrados em amostras alimentares em elevada quantidade, ultrapassando o
limite permitido (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2010).

Fungicidas do grupo triazol sdo altamente toxicos, podendo chegar aos
lencOis freaticos através de pulverizagcdes ou escoamento superficial apos a
precipitacdo (RAUDONIS; SURVILIENE; VALIUSKAITE, 2004; KONWICK
et al., 2006). Apresentam elevada estabilidade quimica e fotoquimica, baixa
biodegradabilidade e facil transporte no ambiente (WANG; ZHANG, 2012),
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tornando-os persistentes em aguas (BROMILLOW; EVANS; NICHOLLS,,
1999). Nesse grupo estdo os principios ativos tebuconazol e difenoconazol.
Neste trabalho é abordado o estudo com o tebuconazol.

2.2 Toxicidade / problematica com o fungicida triazol (Tebuconazol)

O tebuconazol (TZ) é um fungicida do grupo quimico triazol com meia
vida no solo de 20-25 dias, utilizado para controle de pragas, apresentando
formulacdo molecular C16H2,CIN3O (FIGURA 1) e propriedades fisico-quimicas
apresentadas na Quadro 1. De acordo com seu potencial de periculosidade
ambiental, o tebuconazol enquadra-se na classe Il, sendo considerado perigoso
ao meio ambiente e altamente toxico para organismos aquaticos, segundo a
Anvisa (2010). De acordo com Montuelle et al. (2010), nos Gltimos anos, a
concentracdo de tebuconazol tem aumentado em &guas correntes e detectadas
concentracdes de 175-200 pg/L em aguas superficiais (ELSAESSER; SCHULZ,
2008).

Figura 1 - Estrutura do composto Tebuconazol.
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Fonte:Shen et al.,2012.
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Quadro 1 - Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do tebuconazol.

Nome quimico

(RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol

Formula molecular

C16H22CIN;O

Composigao

Tebuconazol 20% m/v (200 g/L)

Ingredientes inertes  80% m/v (800 g/L)

Tipo de formulagdo

Concentrado Emulsionavel

Numero do CAS

107534-96-3

Estado fisico

Liquido

Cor amarelo translicido

pH 6,12 a 25°C

Densidade 1,0612 g/cm® a 20°C

Viscosidade 99mPa.s. (20 °C)

Solubilidade miscivel em &gua, acetona e etanol.

Fonte: NUFARM INDUSTRIA QUIMICA E FARMACEUTICA, 2015.

Seu efeito fungicida é resultado da inibicdo do citocromo P450

(CYP450) dependente da enzima Cl4oesterol-demetilase, a qual promove a

dimetilagdo do lanosterol, um intermediario na biossintese do ergosterol,

interferindo assim, na sintese de esterois, essenciais para a constituicdo normal
das membranas celulares (MENEGOLA et al., 2008), o que dificulta o

desenvolvimento da biomassa flngica.
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Tabela 1 - Culturas, doengas e doses utilizadas de tebuconazol.

DOSES*
CULTURAS DOENGAS Ldo mL do p.c./ g do
p.c./ha 100 L de agua i.a.fha
Abacaxi Fusariose (Fusanum subglutinans) 100 20 gHO0L de agua
Brusone (Pyriculana grisea) .
Arroz Mancha-parda (Bipolaris oryzae) 0.75 150
Banana Sigatoka-amarela (Mycosphaerelia musicola) 05 100
Batala Finta preta (Allemaria solani) 100 20 g/100L de agua
Cafg Ferrugem-do-cafeeiro (Hemileia vastairix) 1.0 200
Cebala Mancha-plrpura (Alternania porr) 1.0 200
Feijao Ferrugem (Uromyces appendiculatus) 0.75 150
Maméao Antracnose (Ci it ) 1.0 200
Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) , .
Manga Oidio {Oidiurm mangifaraer) 100 20 g/ 00L de agua
Anitracnose (Collectotrichum orbiculare)
Melancia Paodridao-amarga { Didymeia bryoniae) 1.0 200
Mildio-p: (Sphaero
s Podridac-amarga {Didymella bryoniae) X
Melso Mildio-putee o (Sphasrot . 1.0 200
Mancha-foliar (Exserohilum furcicum)
Milno Ferrugem {Puccinia polysora) 1.0 200
Ferrugem-comum (Puccinia sorghi)
Fermr da-soja | ) 0,3-05 60-100
Saja DFCs (Sepioria glycines e Dercospora kikuchii) 0.75 150
Oidio (Microsphaera diffusa) 0,305 60-100
Tomate iose (Septoria lycopersici) 100 20 g/100L de agua
Trige Helmintosporiose (Bipolaris sorckiniana) 0.75 150
Podridao-da-uva-madura
Uva (Colletstrichum glososporicides) 100 20 g/00L de agua
Oidic (Uncinuta necator)

“p.c. = produte comercial; i.a.= ingrediente ativo

Fonte: NUFARM INDUSTRIA QUIMICA E FARMACEUTICA INDUSTRIA, 2015.

A toxicidade do tebuconazol vem sendo investigada ha alguns anos em
plantas e animais, devido a sua alta permanéncia no ambiente de modo ativo e
de seu facil transporte, (WANG; ZHANG, 2012). Em estudos com plantas, em
que o tebuconazol foi aplicado na dose indicada para campo em culturas de
alface e crisantemo (75 mL para cada 100 L de agua), houve inibicao total do
crescimento de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e de outros fungos
(LOUREIRO et al., 2002). Também se observou o efeito deste fungicida sobre a
germinacdo de sementes de cebola (Allium cepa), obtendo-se acéo citotdxica e
fitotoxica, por impedir a divisdo celular e desenvolvimento de plantulas
(BERNARDES et al., 2015).

O efeito do tebuconazol sobre vertebrados, principalmente peixes, é
dependente da dose e espécie, como foi observado por Hussar et al. (2004),
guando alevinos e juvenis de tilapia (Tilapia rendalli) e pacu (Piaractus
mesopotamicus) foram submetidos a diferentes concentragdes do fungicida,

sendo obtidas diferentes respostas comportamentais. Em outro trabalho realizado
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por Ferreira (2010), também foi possivel observar que o tebuconazol induz
estresse oxidativo em jundia (Rhamdia quelen).

Em mamiferos, como ratos, sdo relatados problemas no
desenvolvimento neuroldgico, comprometimento do sistema imunolégico, além
de alteracOes na funcdo reprodutiva e na sintese de hormonios quando expostos
ao tebuconazol (MOSER et al., 2001). Morcegos frugivoros (Artibeus lituratus)
expostos a tebuconazol cronicamente por 30 dias apresentaram diminuigdo no
percentual de tubulos seminiferos e alteracdes nas células de Leydig, o que
indica o efeito negativo no desempenho reprodutivo nessa espécie (MIRANDA,
2012). Em humanos, foram encontradas concentracbes maximas de 19,2ug/L e
2,22ng/Kg em amostras de urina e cabelo, respectivamente, de trabalhadores
agricolas (FUSTINONI et al., 2012; SCHUMMER et al., 2012).

Impactos do tebuconazol sobre os organismos compreendem pesquisas
recentes, sendo necessarias mais investigacdes sobre seus efeitos toxicos,

incluindo nos peixes.
2.3 Ensaios para estudos de efeitos de poluentes em organismos vivos

Diversos ensaios podem ser realizados para analise do efeito de
poluentes em organismos Vvivos, avaliando-se desde analises simples como as de
alteracBes comportamentais até as mais complexas como analises a nivel de
molécula de DNA. Seguem algumas analises escolhidas para serem utilizados

no presente trabalho.
2.3.1 Parametros de estresse

Quando um organismo é submetido a situagdes em que um desafio pode
resultar em um perigo real ou simbdlico para sua integridade, emprega-se, por
definigdo, o termo estresse (TORT, 2011). De acordo com McEwen e Wingfield

(2003), o estresse descreve eventos que representam ameacga, desencadeando
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respostas fisiolégicas e comportamentais como parte da alostase, somadas as
respostas normais do ciclo de vida.

Segundo Barcellos et al. (2003), a poluicdo aquatica é um 6timo
exemplo de evento desencadeador de estresse nos organismos. Dependendo da
substancia presente na agua e de sua toxicidade, essa pode ameagar o equilibrio
homeostatico dos seres vivos ali presentes, causando respostas integradas,

envolvendo alteragdes fisioldgicas e comportamentais.
2.3.1.1 Teste de mergulho em tanque novo

Quando o animal encontra um ambiente novo e ou desconhecido, tende
a se proteger por meio de mergulho e permanece na parte inferior até
gradualmente, ao longo de um periodo de minutos, expandir sua posicdo de
natacdo para por¢des superiores, quando se sentem seguros o suficiente para
explorar. Testes explorando este comportamento instintivo de busca por
protecdo em ambientes desconhecidos tém sido descritos, sendo conhecidos o
teste de campo aberto e o de mergulho em tanque novo (novel tank diving test)
(LEVIN et al., 2007).

O teste de mergulho em tanque novo permite analisar as medidas
comportamentais com padrfes “verticais”, compreendendo o tempo gasto pelo
animal no fundo do tanque como indicativo de ansiedade (CHAMPAGNE et al.,
2010). Um animal encontra-se ansioso quando ocorre diminui¢do na exploracéo
da porgdo superior, acompanhada de uma elevada laténcia para atingir essa
porcdo. Portanto, substancias que elevam o tempo de permanéncia do animal no
fundo do aquério indicam ansiogénese, e manipulagbes que aumentam a
exploracdo da superficie representam ansidlise (EGAN et al., 2009) (FIGURA
2).
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Figura 2 - Respostas comportamentais do zebrafish.
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Fonte: Adaptado de Kalueff et al. (2016).

Esse teste consiste do mais popular, sensivel e fiavel teste utilizado
dentre os ensaios comportamentais realizados em zebrafish adulto (CACHAT et
al., 2010). Usando esse teste, 0s pesquisadores sdo capazes de coletar e comparar
parametros comportamentais para avaliar a ansiedade perante um ambiente novo
ou alguma deficiéncia neurocomportamental causada por um medicamento ou
substancia toxica.

Drogas ansioliticas, como buspirona e fluoxetina sdo capazes de
aumentar o tempo de permanéncia de peixes no topo do tanque, além de
diminuir a laténcia para sair do fundo do aquario (BENCAN; SLEDGE; LEVIN,
2009). Drogas ansiogénicas como a cafeina ou feromdnio de alarme, diminuem
0 tempo no topo (EGAN et al., 2009). Inseticidas também sdo capazes de alterar
0 comportamento normal dos animais. Crosby et al. (2015) ao estudarem a
deficiéncia neurocomportamental em zebrafish expostos a imidacloprida, um
inseticida neonicotinoide, demonstraram que o inseticida influenciou no tempo
de permanéncia dos animais no topo, apresentando maior grau de ansiedade e

estresse. Outros inseticidas como o diazinon e clorpirifés (LEVIN et al., 2010;
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SLEDGE et al., 2011) aumentam a distancia percorrida quando submersos num
tangue novo e gastam um tempo significativamente menor na parte inferior do

tanque.
2.3.1.2 Biomarcadores metabdlicos

A poluicdo aquética pode desencadear nos organismos uma série de
reacOes conhecidas como respostas de estresse (BARCELLOS et al., 2003). Esse
estresse pode levar a um aumento da demanda energética, caracterizando um
estresse metabolico, podendo afetar as reservas de nutrientes do animal, como as
reservas lipidicas e de proteinas em Gltimo caso. Uma das primeiras respostas é
0 aumento da glicose no sangue e a diminui¢do de glicogénio no figado, na
tentativa de suprir essa demanda energética (MORGAN; IWAMA, 2011).

Inicialmente, um estimulo estressor desencadeia a ativacdo do sistema
nervoso simpatico, que determinard a liberacdo dos hormdnios adrenalina,
noradrenalina além da liberacdo do cortisol pela adrenal. A liberacdo desses
horménios é considerada resposta primaria do organismo frente ao agente
estressor e desencadeia uma série de reacdes secundarias, como alteracoes
hematoldgicas, metabdlicas e osmo-idnicas (IWANA; AFONSO; VIJAYAN,
2006). Entre as alteracGes metabdlicas, estd a disponibilidade de glicose a partir
dos estoques de glicogénio do figado pelo processo de glicogendlise, ou inducédo
de gliconeogénese para atender a demanda energética envolvida no mecanismo
de adaptacdo do animal exposto ao agente estressor (IWAMA; AFONSO;
VIJAYAN, 2006).

A concentracdo de glicose plasmatica representa uma medida util do
estado energético de um organismo num dado momento, visto que um aumento
na sua disponibilidade pode indicar a ocorréncia de uma situacdo de estresse.

Alguns trabalhos, nos quais 0s peixes foram expostos a agrotoxicos,
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demonstraram a ocorréncia de estresse, percebido pelo aumento dos niveis de
glicose.

Crestani et al. (2006) observaram um quadro de hiperglicemia como
resposta de estresse em jundia (Rhamdia quelen) expostos a concentragdes
subletais do herbicida clomazone de 12 até 192 horas. Aumentos da taxa
glicémica também foram observados em piapara (Leporinus obtusidens)
expostos ao herbicida glifosato (GLUSCZAK et al., 2006) e Rhamdia quelen e
Leporinus  obtusidens expostos ao herbicida 2,4-diclorofenoxiacético
(CATTANEO et al., 2008; FONSECA et al., 2008)

2.3.2 Genética toxicologica

A genotoxicidade é uma area da genética que estuda eventos de
clastogenicidade e mutagenicidade em organismos quando estes sdo expostos a
agentes toxicos (AL-SABTI; METCALFE, 1995). Os agentes que mudam a
sequéncia ou causam quebras em moléculas de DNA sdo chamados de
genotoxicos. Estudos que envolvam a deteccdo e quantificacdo de danos
genéticos sdo de extrema importancia, principalmente devido ao seu interesse
nas areas ecoldgicas para estudos de alteracBes ambientais.

Para estudos da genotoxicidade, sdo feitos testes in vitro e in vivo
desenhados para detectar o potencial das substancias e ou agentes causadores de
mutacGes genéticas e cromossdmicas. Os agentes genotdxicos interagem
intimamente com o material genético das células, levando a uma alteracdo
oxidativa ou mesmo quebras no DNA. Na maior parte dos acontecimentos, a
lesdo é reparada pelo proprio organismo ou a célula é eliminada, mas, caso isso
ndo ocorra, haverd alteracGes hereditarias (mutacdes) (ABHILASH; SINGH,
2009; NAIK; PRASAD, 2006).

As medidas de genotoxicidade incluem, principalmente, danos ao DNA,

mutacles e aberracGes cromossomicas (COMBES, 1992). Também podem ser
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analisados defeitos hereditarios (mutacbes em células germinativas), delecdes,
efeitos teratogénicos, aneuploidias e translocagBes. A deteccdo dessas medidas

pode ser avaliada utilizando testes como o do microntcleo e do cometa.
2.3.2.1 Teste do micronucleo

Micronucleos sdo massas de cromatina citoplasmatica que aparecem
como uma pequena estrutura arredondada e escura, idéntica em aparéncia ao
nacleo celular, que emergem de fragmentos cromossOmicos ou Cromossomos
inteiros deixados para tras na anafase, durante a divisdo celular. A presenca de
micronucleos na célula é um reflexo da aberracdo cromossdémica estrutural ou
numérica durante a mitose (FENECH et al., 2000). Pode ocorrer tanto em
células sométicas quanto germinativas, permitindo sua avaliagdo em qualquer
tecido ou célula animal (UDROIU, 2006).

A andlise baseia-se no principio de que, durante o processo de divisdo
celular, principalmente na anafase, fragmentos cromossémicos ou cromatides
acéntricas deixam de ser transportadas pelas fibras do fuso para os pdlos
opostos, enquanto que os fragmentos com centrémero o sdo. Apoés a telofase, os
cromossomos sem dano sao incluidos no ndcleo de cada uma das células filhas,
enquanto que os fragmentos ou cromatides acéntricas ndo conseguem ser
incluidas nos nucleos formados, permanecendo no citoplasma, constituindo as
estruturas caracterizadas como micronicleo (FENECH, 2000; JACOBOWSHI,
2009) (FIGURA 3).
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Figura 3 - Formacdo de microndcleo a partir de quebras cromossémicas ndo
incorporadas ao fuso mit6tico nem ao nicleo.

Intérfase
’ ‘9 Y
<
Préfase Prometafase
s 3 ¥
‘-]9 L) . ,‘\i 3
> e 4
Metafase Anafase Teldfase Citocinese
¢ o -
{ & m 6.
r; ﬁ —2 % s
d ) y
¥ 'i ,/ 3"’

quebra cromossamics uebrs nao Micronucleo

que
partcipante do fuso

Fonte: (JACOBOWSHI, 2009).

As vantagens do teste do micronucleo consistem em uma analise simples
e rapida de um elevado namero de células, menor custo, grande poder
estatistico, utilizacdo de pequenas concentragdes de células, eficacia na
identificacdo de danos clastogénicos (quebra de cromossomo) e aneugénicos
(segregacdo cromossémica anormal) (CEPPI et al., 2010).

Embora grande parte dos estudos empregando esse teste tenha sido
realizada com mamiferos (roedores), este se tem mostrado uma ferramenta
muito Gtil para estudos com outros animais. Como 0s peixes aparentemente
respondem a xenobioticos da mesma maneira que os mamiferos, e apresentam
eritrocitos nucleados, possibilitando o uso destas células para averiguar a
presenca de microndcleos, podem ser utilizados para avaliar possiveis
propriedades genotdxicas de agentes quimicos e fisicos presentes no ambiente
aquatico (AL-SABTI; METCALFE, 1995; UDROIU, 2006).
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Diversos estudos tém demonstrado uma alta incidéncia de microndcleos
em eritrécitos de peixes expostos em diferentes ambientes e a agrotdxicos.
Alguns estudos relataram uma elevada frequéncia de micronicleos em
eritrcitos circulantes de tilapias (Oreochromis mossambicus) (MOTA,;
BARBONI; JESUS, 2009; NEPOMUCENO; SPANO, 1992; SOUZA,;
FONTANETTI, 2006), enquanto que Silva e Neponuceno (2010) observaram
uma elevada frequéncia pesquisando mandi amarelo (Pimelodus maculatus).
Nepomuceno e Spano (1997) demonstraram em carpa comum (Cyprinus carpio)
expostas ao mercurio metélico, nas doses 2, 20 e 200mg Hg/litro de agua, um
aumento na frequéncia de micronucleos nas mais altas concentragdes.

Hose et al. (1987) aplicaram com sucesso o teste do microndcleo para a
deteccdo de danos em eritrdcitos de peixes de ambientes poluidos no Sul da
Califérnia. Scotto et al. (2013) obtiveram sucesso ao realizar analise genotdxica
de amostras de agua do Rio Ramis (Peru) utilizando eritrocitos de Danio rerio
(zebrafish). Chapadense et al. (2009) demonstraram aumento significativo no
namero de micronucleos em tambaqui (Colossoma macropomum) expostos ao
herbicida atrazina, sugerindo a¢do genotoxica do herbicida na espécie avaliada.
Micronlcleos também foram encontrados em goldfish (Carassius auratus)
expostos a concentracfes de 5, 10 e 15ppm do herbicida Roundup®, em que a
exposicao levou a um aumento na frequéncia de MN de forma significativa apos
os tratamentos (CAVAS; KONEN, 2007).

2.3.2.2 Ensaio cometa

Para estudos que tenham como interesse cientifico demonstrar danos no
DNA induzidos por substancias genotédxicas, 0 ensaio cometa representa uma
valiosa ferramenta. O nome cometa refere-se a formagdo de uma longa cauda
com fragmentos de DNA (BOMBAIL et al., 2001).
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O principio desta técnica baseia-se no fato de que moléculas de DNA
guando apresentam algum dano, podem gerar fragmentos de diversos tamanhos.
Um dano intenso resulta em fragmentos de diversos tamanhos, os quais, devido
ao peso molecular, migrardo em velocidades diferentes, originando a figura de
um cometa (OLIVE; BANATH; DURAND, 1990), (FIGURA 4). Quando as
moléculas de DNA ndo apresentarem nenhum dano, migrardo de forma

homogénea formando um circulo.

Figura 4 - Divisdo de um cometa em cabeca e cauda.

Comprimento da cauda

Fonte: Arquivo pessoal

O ensaio cometa apresenta algumas vantagens, como: necessidade de
um baixo nimero de células para a realizacdo do teste; pode ser realizado em
ensaios in vivo e in vitro; mensuracdo de danos em células individuais; é um
método muito sensivel para deteccdo de danos no DNA e possibilidade de ser
realizado em qualquer tipo de célula eucaridtica nucleada (LEE; STEINERT,
2003).

Diversos trabalhos comprovam que o ensaio cometa é capaz de detectar
danos no DNA causados por diferentes classes de mutagénicos em peixes. Em
1995, Pandrangi demonstrou que carpa comum (Cyprinus carpio) e peixe gato
(Ameiurus nebulosus), quando expostos a ciclofosfamida, apresentavam um
aumento nos danos do DNA das células avaliadas (eritrocitos), utilizando o
ensaio cometa. Devaux, Pesonen e Monod (1997) também mostraram o aumento

no comprimento da cauda dos nucleoides ap6s a exposicdo de hepatocitos de
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truta arco-iris (Onchorynchus mykiss) ao benzopireno e ao perdxido de
hidrogénio.

Ferraro (2009) analisando o efeito do Roundoup e Folicur em jundia
(Rhamdia quelen), carpa comum (Cyprinus carpio) e lambari (Astyanax
bimaculatus) e Nwani et al. (2011) analisando um herbicida a base de atrazina
em peixe cabeca de cobra (Channa punctatus) demonstraram a grande eficiéncia
do ensaio no monitoramento das aguas. Deve-se destacar, entretanto, que a
resposta depende das espécies, do tipo de célula, condi¢cBes experimentais, do
contaminante e do tempo de exposicdo do animal. Além do sangue, outros
tecidos podem ser utilizados, como o figado, por se tratar do principal érgao
metabolizador, as branquias, devido ao contato continuo com a agua e 0s rins
corresponderem ao tecido hematopoiético em peixes (BELPAEME et al., 1998).

O ensaio do Cometa, por suas diversas vantagens ja citadas e por ser
rapido, relativamente econémico, preciso e reproduzivel, torna-se um sistema
teste adequado para o biomonitoramento ambiental e na genética toxicologica
(TICE, 1995).

2.3.3 Embriotoxicidade

Os ensaios de embriotoxicidade geralmente sdo realizados por meio da
exposicdo direta de embribes a substancias téxicas (HALLARE et al., 2006).
Estudos prévios revelam que a sensibilidade de embrides e larvas a agentes
guimicos € muito maior que para adultos (LUCKENBACH et al., 2001). Essa
maior sensibilidade deve-se a sua imobilidade e por apresentarem imaturidade
fisiologica, possuindo baixos niveis de enzimas para desintoxicagdo
(WESTERFIELD, 2000). Se em qualquer altura desta fase de desenvolvimento,
um estresse ambiental, originado por um poluente, induz alguma alteragdo no

desenvolvimento, as hipoteses de sobrevivéncia sdo imediatamente reduzidas.
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O uso de embrides e larvas oferece uma alternativa barata e eficaz, pois
sd0 organismos que ainda ndo se alimentam; quando utilizados em testes de
toxicidade requerem pequena quantidade da substancia teste, o que é
particularmente importante quando estdo disponiveis quantidades limitadas de
substancias. Os testes envolvendo embrifes sdo considerados como testes em
ndo animal, devido aos embriBes ainda ndo terem desenvolvido a percepcdo da
dor comparéaveis aos adultos (LAMMER et al., 2009).

O desenvolvimento embrionario em teledsteos € um processo que se
inicia na fertilizacdo e finaliza na eclosdo, envolvendo os periodos de zigoto,
clivagem, blastula, gastrula, segmentacdo e organogénese. Trata-se de um
fendbmeno complexo que permite estudar a ontogenia das espécies, podendo, os
embriBes serem utilizados em processos biotecnolégicos, em bioindicacdo e em
experimentos toxicoldgicos (BOTERO et al., 2004). Na maioria dos casos, 0S
resultados obtidos em um ensaio de fase de vida precoce sdo capazes de refletir

os efeitos que seriam obtidos em um ciclo de vida.
2.4 Peixes como modelos para estudo de mutagénese ambiental

H& muitos anos, os peixes tém recebido uma atencdo especial como
possiveis monitores de ambientes poluidos, objetivando assim, a detec¢cdo da
atividade dos agentes genotdxicos no ambiente aquatico (UDROIU, 2006).
Como vertebrados aquaticos, 0s peixes metabolizam poluentes diretamente
através da agua contaminada ou indiretamente pela ingestdo de outros
organismos contaminados (MATSUMOTO et al., 2006) respondendo de forma
similar aos vertebrados superiores quando expostos as substancias toxicas (AL-
SABTI; METCALFE, 1995).

Os peixes sdo geralmente usados como organismos sentinelas, por
apresentarem uma série de papéis na rede trofica: no estudo da toxicologia

aquatica, por acumularem substancias tdxicas e por responderem a baixas
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concentragbes de mutagénicos. Também apresentam a vantagem de facil
manipulacdo em laboratério, econdmicos para criacdo e facilidade no emprego
de testes citogenéticos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005).

Assim, o0 uso de peixes como indicio de efeitos da poluicdo através da
biomarcacdo é de grande importancia e pode permitir a deteccdo de problemas
aquaticos ambientais no inicio dos mesmos (LOPEZ-BAREA, 1996; VAN DER
OOST et al., 2003).

2.5 Zebrafish na prospeccéo de efeitos de poluentes ambientais

Danio rerio (Zebrafish), também conhecido como paulistinha, é um
pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua doce (SPENCE et al., 2008), proveniente
do Sul da Asia, com origens nos campos de arroz dos principais rios da india,
Bangladesh e Nepal. Apresenta este nome por ter um padrdo de listras
horizontais, sendo que a coloracdo destas pode alterar de mais clara a mais
escura dependendo das circunstancias e do ambiente em que se encontra o
individuo (ENGESZER et al., 2007).

Por ser um peixe de pequeno porte, de manutencdo facil, econémico
para criagdo, com alta taxa reprodutiva, de comportamento facilmente
observavel e quantificavel em um ambiente controlado, nos ultimos anos, tem
atraido a atencdo da comunidade cientifica. Apresentam importante homologia
com o0s mamiferos e possuem seu genoma sequenciado (KARI; RODECK;
DICKER, 2007; LIESCHKE; CURRIE, 2007).

O zebrafish tem sido largamente utilizado para o monitoramento da
toxicidade ambiental, efeito aditivo e toxicidade de substancias como metais
pesados, compostos carcinogénicos e agrotoxicos. Mu et al. (2015) ao
submeterem o zebrafish a diferentes concentragdes de difenoconazol, reduziram
significativamente o nivel de colesterol hepatico em machos, além dos embrides

terem apresentando anomalias.
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Pesticidas organoclorados (aldrin e heptacloro) afetaram o crescimento e
morfologia das brénquias de D. rerio expostos por sete dias (CAMPAGNA et
al., 2007). Tecidos musculares e cérebro, quando expostos a efluentes agricolas,
apresentaram alteracGes na atividade da acetilcolinesterase, na expressdo de
melatonina, enzimas antioxidantes e niveis de glutationa indicando resposta ao
estresse (COSTA-SILVA et al., 2015). As vantagens deste modelo combinadas
com as ferramentas para manipulacdo e analise tornaram o zebrafish

particularmente adequado para estudos genotoxicos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposicdo de diferentes concentracbes de
tebuconazol, principio ativo de fungicidas comerciais, sobre embrides e adultos
de Danio rerio, através de ensaio de ansiedade, glicemia, danos no DNA e

desenvolvimento embrionario.
3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a ansiedade de adultos de zebrafish, (D. rerio) através do
teste de mergulho em tanque novo;

b) Analisar o nivel de glicose sanguinea de adultos de zebrafish, (D.
rerio) através da coleta de sangue;

c) Avaliar danos no DNA de eritrécitos obtidos de adultos de
zebrafish, (D. rerio) através do ensaio microntcleo;

d) Awvaliar os niveis de fragmentacdo do DNA de células sanguineas e
branquiais obtidas de adultos de zebrafish (D. rerio);

e) Verificar a sobrevivéncia e alteracbes no desenvolvimento de

embrides de zebrafish (D. rerio).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local dos experimentos

O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central da
Universidade Federal de Lavras, MG. Os testes com os adultos foram realizados
nos meses de novembro de 2015 a fevereiro de 2016 e os ensaios com embrides

nos meses de julho a agosto de 2016.
4.2 Ensaios experimentais realizados

As analises da toxicidade do fungicida tebuconazol ocorreram em dois

ensaios:

a) Ensaio 1: avaliou-se a resposta ao estresse através do teste de
mergulho em tanque novo e glicose plasmatica e 0s possiveis danos
gerados ao DNA das células dos individuos adultos de zebrafish,
foram analisados através do teste do micronucleo e o ensaio cometa.

b) Ensaio 2: avaliou-se a toxicidade do fungicida pela influéncia deste

no desenvolvimento embrionario de zebrafish.

Todos os ensaios envolvendo o uso de peixes foram realizados de
acordo com os principios éticos na experimentacdo animal incluidos nas normas
da Comissdo de Etica no Uso de Animais, tendo sido aprovados pela mesma e

estando o projeto protocolado sob n° 057 desde 2015.

Ensaio |: Exposicdo dos adultos de Danio rerio ao tebuconazol

Foram utilizados trezentos e vinte espécimes adultos de D. rerio de
ambos o0s sexos, com aproximadamente cinco meses, com peso médio de 0,4817

gramas. Os animais foram adquiridos diretamente de um produtor, localizado na
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Fazenda Sdo Domingos, no municipio de Muriaé - MG. Antes de serem
submetidos ao teste de toxicidade, foram aclimatados durantes 30 dias em caixas
de polietileno de 500 L, mantidos em densidade de estocagem de dois animais
por litro.

Encerrado o periodo de aclimatacdo, os exemplares foram submetidos ao
teste de toxicidade em aquarios de 20 L (unidade experimental), em um
delineamento inteiramente casualizado, sendo utilizados trés tratamentos (100;
200 e 300 pg/L de tebuconazol) e um grupo controle (&dgua), com suas
respectivas réplicas, totalizando oito aquarios. As concentracBes foram
calculadas utilizando como referéncia a concentracdo subletal do tebuconazol
para zebrafish de 230 ug/L apresentada por Sancho et al. (2010).

Em cada unidade experimental, foram colocados 40 peixes, ficando
expostos aos tratamentos por um periodo de 24, 72 e 96 horas. Durante todo o
periodo experimental, os animais ndo foram alimentados e foram monitorados
diariamente os valores de pH e temperatura. Apés cada periodo de exposicdo
(24,72 e 96h), dez animais eram retirados de cada um dos aquérios e levados

para o teste de mergulho em tangue novo.

A) Teste de mergulho em tanque novo

Os tanques para o teste consistiam de aquarios de policarbonato com
tamanho de 11,5 cm x 34,5 cm x 15,5 cm, dispostos em uma superficie nivelada
e estavel e foram estes divididos em duas por¢Oes horizontais virtuais iguais,

marcados por uma linha divisoria nas paredes exteriores (FIGURA 5).
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Figura 5 - Aquario utilizado para o teste de mergulho em tanque novo.

Fonte: Arquivo pessoal

Os animais foram colocados individualmente nos tanques experimentais
para facilitar a filmagem comportamental. Assim que eram transferidos para o
aparato, 0os animais passavam por um periodo de aclimatacdo de 3 minutos e
logo apds seu comportamento era registrado por uma camera digital. A cAmera
era posicionada a frente do aquério para que fosse possivel a filmagem do
animal explorando todo 0 ambiente. O comportamento de natacdo dos peixes foi
gravado ao longo de um periodo de 6 minutos e os videos analisados utilizando
o software Ethovision XT (Noldus, Holanda). Foram analisados os seguintes
parametros: a distancia percorrida (cm), a velocidade méaxima (cm/s) o tempo
gasto na por¢do superior do tanque. Nao houve exposi¢cdo ao tebuconazol
durante o experimento comportamental.

Apls o teste comportamental, os animais foram eutanasiados com
superdosagem de Oleo de cravo (55 mg/L) (WONG et al., 2014), sendo
posteriormente coletadas amostras de sangue e branquias para as analises de

glicose, teste do micronlcleo e ensaio cometa.
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B) Andlise de glicose plasmatica

Imediatamente apds os animais serem retirados dos aquarios do teste
comportamental e eutanasiados, realizava-se a coleta de amostras de sangue
através de um corte na regido caudal dos animais. A glicose foi analisada através
de um glicosimetro (Breeze 2®), e foram obtidos os valores de glicose
sanguinea (mg/dL) pela leitura de fitas colorimétricas contendo uma gota de

sangue.

C) Teste do micronucleo

O procedimento para o teste do micronicleo seguiu a metodologia
descrita por Al-Sabti e Metcalfe (1995) e a coleta de sangue conforme descrito
por Vilches (2009). Apds a avaliacdo da glicose, 0 sangue restante era utilizado
para a composicdo do esfregaco sanguineo, sendo confeccionada uma lamina
por animal (20 laminas por tratamento/tempo). As laminas eram fixadas em
metanol P.A por um minuto e ap6s secarem, coradas com corante Panético
Répido. Este corante foi utilizado por conferir uma distincdo satisfatéria entre
eritrgcitos, corando o ndcleo de azul escuro € o citoplasma de azul claro.

A andlise citol6gica foi registrada com avaliacdo cega por um Unico
observador para evitar qualquer variagdo técnica. As ldaminas foram visualizadas
em microscépio optico de luz (Motic BA 310) com aumento de 1.000 X, sendo
trés mil eritrocitos intactos contados por lamina de acordo com a metodologia
proposta por Carrasco, Tilbury e Mayers (1990) e a determinacdo da frequéncia

de micronucleos (FIGURA 6), seguindo os critérios:

a) tamanho menor que 1/3 do nicleo;

b) mesmo plano de foco do nicleo;
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c) padrdo da estrutura e coloracdo da cromatina idénticos ao nucleo;

d) nenhuma ligacdo com o ndcleo.

Figura 6 - Microntcleo (setas) em eritrocitos de Danio rerio.

Fonte: Arquivo pessoal

D) Teste do cometa

1) Preparacdo das solucdes necessarias

Solugdo de lise

Uma solugdo de lise estoque contendo 2,5 M de NaCl, 100 mM de
EDTA e 10 mM de Tris diluidos em agua autoclavada foi preparada, sendo
ajustado o pH para 10. Na hora do uso dessa solucédo, cada 1.000 mL da mesma
foi adicionada a 10 mL de Triton X-100 e 100 mL de DMSO, sendo utilizada
para imersdo das laminas contendo as células incluidas em agarose de baixo
ponto de fuséo (LMP), preparada a 1,5%. A solugdo de lise permite a obtencao
de nucleoides, massas de moléculas de DNA anteriormente contidas no nucleo,
sendo eliminadas, durante a lise: membranas, organelas e demais moléculas que

fazem parte da composicéo celular.
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Solugéo de eletroforese

30 mL de uma solugéo de 0,075 g/L de EDTA (100 mM) e 5 mL de uma
solucdo de 2,5 g/L de NaOH (300 mM) foram misturadas a agua ultrapura a
4 °C, completando-se o volume para 1 L.

Solugé&o de neutralizagéo
Para a neutralizacdo das laminas submetidas a eletroforese, uma solucgao
de 0,4 M de Tris foi preparada, sendo o pH acertado para 7,5.

Todas as solucdes foram armazenadas e utilizadas a 4 °C.

2) Passos para preparacdo das laminas e avaliacdo

Preparo das laminas

O preparo das laminas seguiu a metodologia descrita por Singh et al.
(1988) com algumas modificacbes, em que laminas de ponta fosca foram
embebidas em agarose com ponto de fusdo normal (NMP) preparada a 1,5%. As
laminas permaneceram em ambiente limpo a temperatura ambiente até a
secagem da agarose, sendo utilizadas posteriormente como suporte para a

inclusdo das células.

Obtencéo do material biologico e inclusdo em agarose

Pelo fato de o zebrafish ser um animal muito pequeno, a coleta de
sangue torna-se muitas vezes dispendiosa e ou se obtém pequenas quantidades.
Por esses motivos, optou-se pela utilizacdo das branquias neste ensaio.

Em microtubos contendo 500 pL de soro fetal bovino, foram colocadas
brénquias de dois animais, ambos do mesmo tratamento. As branguias por serem
muito pequenas e sensiveis, para a realizacdo da extracdo de ceélulas, foi

realizada a maceragdo do material com o auxilio de um bastéo de vidro.
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Em seguida, misturou-se uma aliquota de 50 uL da suspensdo celular a
100 puL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP). A mistura foi
homogeneizada e adicionada a uma lamina de vidro revestida previamente por
agarose de ponto de fusdo normal, sendo imediatamente coberta por laminula.
Setenta Iaminas, sendo cinco de cada tratamento, incluindo o controle, foram
preparadas e levadas para um refrigerador por cerca de 5 minutos.
Posteriormente, as laminulas foram retiradas e as laminas colocadas em cubas
verticais, permanecendo imersas em solu¢do de lise no escuro, a 4 °C, por

aproximadamente 12 horas.

Eletroforese e fixagcdo das laminas

Quando retiradas da lise, as laminas foram acondicionadas em uma cuba
de eletroforese horizontal contendo solucdo alcalina (NaOH 300 mM, EDTA
1mM, pH > 13), onde permaneceram por 20 minutos. Em seguida, realizou-se a
eletroforese a 25 V e 300 mA, por periodo de 30 minutos. Ao término do
processo de eletroforese, as laminas foram imersas em solucdo de neutralizacao,
por periodo de 25 minutos.

As laminas permaneceram em ambiente arejado a temperatura ambiente
até a secagem completa sendo, em seguida, fixadas em etanol absoluto, por
imersGes durante 3 minutos e, novamente, secas a temperatura ambiente.

Todos os procedimentos, desde a coleta das branquias dos animais até a
neutralizagdo das l&minas submetidas a eletroforese, foram realizados na

auséncia de luz.

Coloracao e avaliacéo das laminas
Para medir o dano ao DNA através do ensaio cometa, 100 nucleoides de

cada lamina (5 l&minas por tratamento) foram contados e classificados em
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microscopio de epifluorescéncia utilizando aumento de 400X, apds coloracao
com iodeto de propidio (40 pL de uma solucdo a 1,5 ug/L),

Os nucleoides foram avaliados visualmente, conforme metodologia
descrita por Collins et al. (1997) e caracterizados em “scores” de 0 a 4 (FIGURA
7), conforme o dano observado de acordo com o tamanho da cauda e didmetro

da cabeca, em:

a) Classe 0: nenhum dano, ou seja, nucleoides intactos, sem cauda;

b) Classe 1: dano pequeno, os nucleoides apresentam um tamanho de
cauda inferior ao didmetro da cabeca;

c) Classe 2: dano intermediario, os nucleoides apresentam tamanho de
cauda equivalente a uma vez o diametro da cabega;

d) Classe 3: dano elevado, os nucleoides apresentam tamanho de cauda
equivalente a duas vezes o didametro da cabeca;

e) Classe 4: dano maximo, os nucleoides apresentaram caudas com

tamanho superior a duas vezes o diametro da cabeca.

Figura 7 - Classes de danos de DNA utilizadas no ensaio cometa. A- Classe 0;
B- Classe 1; C- Classe 2; D- Classe 3; E- Classe 4.

a

Fonte: Arquivo pessoal
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Todos os nucleoides foram avaliados no escuro (para evitar a perda da
fluorescéncia das I&minas coradas) e por apenas um observador, minimizando
assim erros relativos as defini¢es de scores diferentes mesmo que de forma
sutil.

Os “scores” obtidos no teste cometa foram multiplicados pela frequéncia
de células que apresentam cada score para um dado tratamento, obtendo-se um
valor de Unidade Arbitraria (UA), conforme descrito por Collins et al. (2004)
que varia de 0 a 400 para cada tratamento (0 indica auséncia total de danos e

400, dano maximo), de acordo com a férmula:

indice de dano: (O x A) + (1 xB) + (2x C) + (3x D) + (4 X E)

Em que, A, B, C, D e E sdo os nimeros de células encontradas para cada

categoria analisada.

Ensaio |1: Obtencéo e exposicdo dos embrides de Danio rerio ao tebuconazol

Metodologia para obtencdo de embrides:

Os adultos de zebrafish foram adquiridos diretamente de um produtor,
localizado na Fazenda Sdo Domingos no municipio de Muriaé - MG no més de
marco de 2016. Os animais foram mantidos em uma caixa d’agua de 500 L
durante trinta dias em periodo de aclimatacdo, mantidos em densidade de
estocagem de dois animais por litro.

Ap0Gs o periodo de aclimatacdo, os animais foram acondicionados em
uma raque especifica para a espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40), mantidos
em aquérios de policarbonato, com tamanho de 11,5 cm x 34,5 cm x 15,5 cm,

com capacidade para 15 peixes. Qualidade da agua e temperatura de 28,5 °C
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eram controladas de forma automatizada pela raque e o0s peixes eram
alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial e mantidos em ciclo de luz
14:10 (claro/escuro).

Para a reproducdo, os adultos de D. rerio foram separados de acordo
com 0 sexo no dia anterior a cada reproducdo, em pequenas criadeiras mantidas
em aquérios de 60 L. Foram selecionadas as fémeas com ventres abaulados e
machos com coloracdo amarelada forte nas nadadeiras peitorais. No dia seguinte
pela manh&, os machos foram acondicionados na criadeira das fémeas (2 machos
/ 1 fémeas) uma ou duas horas antes do término do periodo escuro (LAMMER et
al., 2009).

Logo ap6s a reproducdo, os embrides foram coletados por meio de um
sifdo e mantidos em meio E3, em placas de Petri (100 embrides por placa) até
que alcancem a fase de 50% de epibolia (5 horas apoés a fertiliza¢do). O meio E3
consiste de um meio que permite a padronizacdo do desenvolvimento
embrionario do zebrafish (5 mM NacCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CaCl,, 0,33
mM MgSQO,, e 0,1% de azul de metileno) (DI PRINZIO et al., 2010).

Todos os procedimentos experimentais, tanto a reproducdo quanto os
testes toxicoldgicos, seguem especificacbes da Organizacdo para a Cooperacao e

Desenvolvimento Econémico (OECD, 2013).

Exposicdo dos embrides ao tebuconazol

Ap0s a coleta dos embribes, estes foram alocados em placas de Petri
contendo meio E3, sendo em seguida classificados de duas formas: como
excelentes ou ruins. As avaliagbes eram realizadas com o auxilio de um
microscépio optico de luz (Motic BA 310) com aumento de 4X. Eram
considerados excelentes todos os embrides que ndo apresentavam alteraces

visiveis, com tamanho, cor e textura uniforme. Os embrides ruins apresentavam
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malformacédo, lesdes no cérion e alteragBes na cor e tamanho, sendo estes
descartados (FIGURA 8). Ap6s separacdo, os embrides classificados como
excelentes foram mantidos nas placas de Petri até a montagem do teste de
concentragdo com o fungicida.

O ensaio com os embrides foi realizado em placas de 96 pocos, sendo
alocado 1 embrido por pogo. Para o teste de toxicidade, foi utilizada a
metodologia de microdiluicdo, em que o tebuconazol foi diluido seriadamente,
na proporgdo de 1:1, com concentracgdo inicial de 200 g/L, buscando uma
concentracdo final de 200 pg/L. Em sequéncia, executou-se a adicdo de 100 pL
de meio E3 por poco, e fez-se a diluicdo de 1:2, descartando-se 100 pL no final
da dltima concentracdo, perfazendo uma série de microdiluicdes em cinco
concentragdes (200; 100; 50; 25; 12,5 ug/L). O controle possuia apenas meio
E3. Foram realizadas triplicatas de cada tratamento, sendo utilizados 144
embrides por tratamento.

As placas de 96 pogos foram mantidas em temperatura ambiente durante
todo o desenvolvimento embrionario (96 horas) e cobertas com Parafilm® para
evitar o possivel efeito de evaporacdo (BRANDHOF; MONTFORTS, 2010).

Figura 8 - Separacdo dos embrides em excelentes e ruins. (A) embrido
excelente; (B1 e B2) embrides ruins malformacdo e ceélulas
espalhadas.

Fonte: Arquivo pessoal
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As avaliagdes dos embrifes para as concentragdes letais e alteracGes no
desenvolvimento embrionario devido a toxicidade do tebuconazol foram
realizadas nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: ndo fertilizacdo, formacdo de blastula e gastrula, ndo
desenvolvimento de somitos, desenvolvimento dos olhos, movimentos
espontaneos, presenca de circulacdo na aorta dorsal, grau de pigmentacdo da
larva, edema durante a formagdo do coragdo, ndo descolamento de cauda, falta
de batimento cardiaco e retardo de crescimento (HALLARE; KOHLER;
TRIEBSKORN, 2004). Com base nos parametros normais da espécie (KIMMEL
et al., 1995), quaisquer outras caracteristicas que ndo correspondessem ao
desenvolvimento da espécie eram consideradas como alteragdes morfoldgicas.

O numero de individuos mortos e o estagio de desenvolvimento foram
verificados todos os dias, sendo removidos e contabilizados todos os embrides
qgue ndo apresentavam batimento cardiaco, circulacdo sanguinea ou se

encontravam em processo de degeneracao.
4.3 Analise Estatistica

Os dados referentes aos pardmetros comportamentais, glicose
plasmatica, frequéncia de micronucleos, porcentagem de danos e unidades
arbitrérias obtidos no teste cometa foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Quando constatada diferenca significativa, foi realizada anlise de
regressdo. As taxas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste qui-quadrado.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o software R 3.2.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaio I “Exposicio de adultos de Danio rerio ao fungicida

Neste ensaio, avaliou-se a resposta ao estresse através do teste de
mergulho em tanque novo e glicose plasmatica e os possiveis danos gerados ao
DNA de células dos individuos adultos de zebrafish, quando expostos a

diferentes concentragdes e tempos de exposicao.
5.1.1 Teste de mergulho em tanque novo

Ao analisar o estresse dos animais através do teste de mergulho em
tanque novo, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) para a distancia percorrida
(cm), velocidade maxima (cm/s) e tempo gasto na porc¢do inferior (s) (FIGURA
9) Houve diferenca estatistica apenas para o parametro de tempo de permanéncia
na area superior do tanque (s) (p<0,05) (FIGURA 10).

Figura 9 - Efeito das diferentes doses de tebuconazol sobre os pardmetros
distancia percorrida, velocidade méxima e tempo gasto na porcao
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Figura 10 - Diferenga no efeito das diferentes doses de tebuconazol sobre o
percentual de tempo de permanéncia do zebrafish na superficie do

aquario.
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Os animais expostos ao tebuconazol permaneciam menos tempo na
superficie do tanque quando comparados aos animais controle, apresentando-se
por sua vez mais ansiosos (FIGURA 10). O aumento da ansiedade foi
caracterizado pelo aumento da dose, ou seja, quanto maior a concentracdo de
tebuconazol, mais ansioso e estressado o animal se encontrava. Como
caracteristica da espécie, dada uma situacéo de estresse, existe uma tendéncia do
zebrafish em se afastar da superficie, buscando um local seguro no ambiente
novo (CACHAT et al.,, 2010; EGAN et al.,, 2009). A maioria dos animais
exposta ao fungicida, aproximadamente 60%, permaneceu no fundo do aquério
durante as analises, 0 que evidencia uma agdo do tebuconazol sobre o
comportamento do zebrafish.

O tebuconazol afetou apenas a exploracdo no topo, sem afetar os demais
parametros de velocidade e distancia percorrida, o que indica ser o fungicida
uma substancia ansiogénica. Segundo Egan et al. (2009), ap6s submeterem

zebrafish a tratamento agudo com cafeina ou ferormonio de alarme, encontraram
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que essas substdncias sdo ansiogénicas. Drogas ansiogéncias sdo todas as
substancias capazes de reduzir o tempo de exploracdo do animal no topo, sem
afetar a velocidade e a distancia percorrida.

A dimuicdo do tempo de permanéncia dos animais na por¢ao superior
caracteriza elevado nivel de ansiedade e estresse. Além do tebuconazol, outros
defensivos agricolas apresentaram a mesma acdo. Crosby et al. (2015) ao
estudarem a deficiéncia neurocomportamental em zebrafish expostos a
imidacloprida, um inseticida neonicotinoide, encontraram que as doses do
inseticida também infuenciaram no tempo de permanéncia dos animais no topo.

Além da ansiedade e estresse gerado devido a toxicidade do
tebuconazol, é possivel observar uma variedade comportamental entre alguns
animais (FIGURA 9). Aproximadamente 60% dos animais expostos ao tanque
novo apresentaram uma reduzida exploracdo da superficie, mas em alguns
exemplares ocorreu o0 contrario, permanecendo esses mais préximos da
supeficie. Uma possivel explicacdo deve-se ao fato do teste ter sido realizado
com os individuos separadamente, o que pode ter comprometido o desempenho
dos animais. O zebrafish é uma espécie extremanente interativa e
interdependente, e quando ao se executar experimentos, esses animais tenham
que ser separados do restante do grupo, o fato de estarem sozinhos torna-se uma
experiéncia estressante e além do mais, existem diferencas comportamentais
distintas entre os inviduos, sendo o comportamento de um Unico peixe bastante
imprevisivel e variavel (PAGNUSSAT et al., 2013).

No presente trabalho, apesar de ter sido realizado com individuos
separadamente e ocorrer uma variedade comportamental de alguns animais, a
maioria se comportou de maneira semelhante quando expostos a tebuconazol,
levando-os a apresentarem reduzida exploracdo da superficie do tanque. Sendo
assim, o tebuconazol comporta-se como um composto ansiogénico, atuando no

neurocomportamento do zebrafish.
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5.1.2 Analise de glicose plasmética

Para a analise da glicose plasmatica (mg/dL) ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as concentragBes de tebuconazol testadas (0; 100;
200 e 300 pg/L) e os tempos de exposicao (24; 72 e 96h). A Tabela 2 demonstra
os valores médios encontrados para a glicose plasmatica nos diferentes

tratamentos.

Tabela 2 - Concentragdes plasmaticas médias de glicose (mg/dL) em zebrafish
expostos a diferentes concentracfes de tebuconazol e diferentes
tempos de exposicao.

Tratamento (NS) Tempo de Concentragdes Plasmaticas de
exposicdo (h) Glicose (mg/dL)(NS)
24 168,40+ 30,91
167,44+52,53
Controle negativo(-) 72
141,00+31,47
96

100 162,60+66,73

200 24 177,00£61,40
=

] 300 167,11+33,91

g 100 152,63+40,70
c

8 200 72 143,00+29,84
o]
(5]

= 300 163,20447,10
I=

£ 100 130,70%30,19
IS

= 200 96 119,94+29,38

300 162,05+£32,90

NS: Teste Tukey ndo significativo a nivel de 5% de probabilidade (p>0,05).

Pode-se observar elevados valores de glicose tanto nos tratamentos

guanto no controle negativo, estando todos acima do parametro de glicose basal
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de zebrafish, que possui uma taxa de variacdo fisiolégica com valores préximos
a 80 mg/dL (EAMES et al., 2010). Também é possivel observar que no controle
negativo tem-se valores que variam de 141 a 168 mg/dL, ao passo que para 0s
demais tratamentos essa variacdo encontra-se de 120 a 177 mg/dL, indicando
uma grande variacdo entre os diferentes tratamentos. 1sso pode ser devido a
grande variagdo individual nos valores entre os animais. Lunkes (2015) ao
analisarem a glicose de zebrafish expostos a diferentes doses de melatonina,
também encontraram valores superiores ao nivel basal da espécie e uma variacdo
de 120 até 202 mg/dL, indicando que talvez para o zebrafish, a glicose ndo seja
o melhor indicador.

A elevacdo na glicose também pode ter ocorrido devido aos animais
terem sido submetidos a eutanasia com oléo de cravo. Em alguns estudos
envolvendo outras espécies de peixes como tilapias (Oreochromis niloticus),
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e carpa comum (Cyprinus carpio), foram
observados niveis de glicose superiores ao nivel basal de cada espécie, quando
anestesiados com 6leo de cravo (DERIGGI; INOUE; MORAES, 2006; SIMOES
et al., 2012: VESISEK et al., 2005a; VESISEK:; SVOBODOVA: PIACKOVA,
2005). Sabe-se que, quando se aplica o anestésico 6leo de cravo, ocorre uma
diminuicdo do oxigénio e o animal apresenta uma reacdo muscular para o
arranque na tentativa de fuga, o que desencadeia a producdo da glicose
anaerobicamente, resultando em maiores concentracGes de glicose plasmatica
(SIMOES et al., 2012). Dessa forma, quando os animais do presente estudo
foram expostos ao Gleo de cravo, ocorreu um aumento na atividade natatéria dos
mesmos na tentativa de fuga, o que levou a um aumento nos niveis de glicose.

Outra possivel explicagdo baseia-se no intervalo de tempo entre a
eutanasia e a medicdo da glicose. Elevados valores para glicose sdo encontrados

quando sua medi¢do ocorre logo apds a inducdo anestésica, ocorrendo uma
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reducdo significativa ao longo do tempo. Alguns autores como Sanchez et al.
(2014) ao avaliarem a glicose de pacu (Piaractus mesopotamicus),

Inoue et al. (2011) trabalhando com tambaqui e Simbes e Gomes (2009)
trabalhando com tilapia, encontraram elevados valores para a glicose logo ap6s a
inducdo anestésica, ocorrendo uma redu¢do nas concentracdes plasmaticas 12h
apos inducdo. Essa variacdo na taxa glicémica nos estudos citados é semelhante
a observada neste estudo, podendo afirmar que as concentracdes plasmaticas de
glicose apresentadas pelos peixes sempre serdo superiores no primeiro momento,
ou seja, Oh ap6s a indugdo anestésica, voltando a normalidade posteriormente.
Observa-se que o uso dos valores de glicose associados ao tempo de indugéo e
recuperacdo é suficiente para verificar que o uso de anestésicos em peixes
inviabiliza as dosagens de glicose sanguinea.

No presente estudo, tanto a glicose dos animais do controle quanto dos
tratamentos apresentaram-se em alta concentracdo pelo fato de todos os animais
terem sido submetidos ao mesmo procedimento de eutanasia com o 6leo de
cravo, e 0s niveis de glicose terem sido analisados imediatamente apos a

eutanasia (tempo Oh).
5.1.3 Teste do micronucleo

Para o teste do micronicleo (MN), as frequéncias nos controles
apresentaram-se menores que 0,2, a0 passo que para 0S animais expostos ao
tebuconazol, ocorreu um aumento significativo (p<0,05) da frequéncia de MN
em funcdo do tempo de exposicao e das diferentes concentragdes de tebuconazol
(FIGURA 11). A menor frequéncia de microntcleo obtida nos animais expostos
a tebuconazol foi de 3,7 na concentracdo de 100 pg/L em 24h, tendo seus
valores aumentados para 4,6 e 5,5 a medida que se aumentou as concentracoes

tebuconazol para 200 e 300 pg/L, respectivamente.
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Além do aumento de MN em funcdo do aumento das concentracoes,
ocorreu também uma influéncia do tempo de exposicdo. Por exemplo, a
concentracdo de 300 pg/L em 24h levou a uma frequéncia de 5,5 de MN, ao
passo que em 72h houve um acréscimo de 2,4 na frequéncia, alcancando em 96h

uma frequéncia de 8,4, sendo essa a maior frequéncia encontrada no estudo.

Figura 11 - Frequéncia de micronlcleos em eritrdcitos de zebrafish expostos a
diferentes concentragdes de tebuconazol.

Frequéncia de MN

Controle
Controle
Controle

As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo. * indica diferenca
significativa em relagéo ao controle.

Os resultados evidenciaram a presenga de danos nos eritrocitos de
zebrafish, possibilitando comprovar a toxicidade do tebuconazol e a utilizagdo
deste peixe como modelo para o teste. Trabalhos realizados com diferentes
agentes tdxicos também demonstraram resultados similares ao utilizarem Danio
rerio. Fabender e Braunbeck (2013) ao submeterem exemplares de zebrafish a
diferentes concentragdes de metil metano sulfonato (2 a 8 mg/L) e Scotto et al.

(2013) ao realizarem analises genotdxicas de amostras do Rio Ramis (Peru),
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obtiveram um aumento na frequéncia de micronucleos em relacdo ao aumento
da concentracdo do composto.

Neste estudo, a frequéncia das anormalidades eritrociticas foi superior
aquela encontrada em seus respectivos controles negativos, em todos os tempos
experimentais, o que evidencia o efeito de tebuconazol na inducéo de danos nos
eritrocitos de zebrafish. Nossos estudos estdo de acordo com outros achados na
literatura que utilizaram o teste do micronicleo para averiguacao da toxicidade
de agrotéxicos. Exemplos incluem analise de micronicleo em goldfish
(Carassius auratus) expostos a concentragdes de 5,10 e 15 ppm do herbicida
Roundup®, em que a exposicao levou a um aumento na frequéncia de MN de
forma significativa apds os tratamentos (CAVAS; KONEN, 2007). Dar et al.
(2014) ao estudarem os efeitos genotoxicos do endosulfan em carpa (Carassius
carassius) e Chapadense et al. (2009) e Nwani et al. (2011) ao avaliarem a
toxicidade do herbicida atrazina sobre peixe cabeca de cobra (Channa
punctatus) e tambaqui (Colossoma macropomum) respectivamente, obtiveram
uma frequéncia aumentada de microndcleos dependente das concentracdes e do
tempo de exposi¢cdo em relacdo ao controle, como também foi observado no
presente trabalho.

Desta forma, os resultados observados corroboram com estudos de
autores que propdem que o teste de micronlcleo em peixes constitui um
instrumento sensivel para medir a agdo de produtos quimicos mutagénicos,

especialmente os que causam repostas clastogénicas em organismos expostos.
5.1.4 Ensaio cometa

A Tabela 3 apresenta as médias dos nimeros de nucleoides classificados
em cada score do teste cometa, para os tratamentos e os controles no decorrer
dos trés tempos experimentais avaliados. Neste ensaio, é necessaria a analise dos

valores médios das pontuaces para cada grupo, para que possa ser possivel
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distinguir as células com diferentes classes de danos no DNA. No presente
trabalho, observou-se uma predominancia das classes 0 e 1 em todos 0s grupos
de controle negativo. E importante salientar que as classes 0, 1 e 2 apresentam
maior probabilidade de reparo, enquanto as classes 3 e 4 correspondem aos
danos superiores a 40% sendo em sua maioria irreversiveis.

Ao analisar os danos causados nas branquias de zebrafish expostos ao
tebuconazol, ocorreu uma reducdo das classes 0 e 1 nos tratamentos quando
comparados ao controle. A maior frequéncia da classe 0 nos tratamentos foi de
7,3% para a concentracdo de 100 pg/L (96h), enquanto para o controle, a maior
frequéncia foi de 34,8% (24h). Na classe 1, o controle apresentou valores acima
de 40% e os tratamentos, valores menores que 31%. As classes 3 e 4, nos
controles eram quase inexistentes, apresentando valores elevados nos

tratamentos.

Tabela 3 - Porcentagens referentes as médias dos numeros de nucleoides
classificados em cada score do teste cometa em zebrafish, avaliadas
nos diferentes tempos experimentais e tratamentos com

tebuconazol.

Tratamento/Tempo Classes de Cometa

de exposicao (h) 0(<5%) 1(5-209%) 2 (20-40%) 3(40-85%) 4(>85%)

Controle 24 34,8424,8 46,6+£16,5 18,6110 0 0
Negativo(-) 72 17,2496  49,8+£10,0 31+4,5 1,4+1,5 0,6x0,9

g 96 17,8+6,5 41,4+10,1 38,2+14,8 21,6 0,6x0,9

< 100 26432 31,9432 334440 173+29 14,9467
& 200 24 3,4+3,2 31,2+3,2 27+3,6 18,5+3,9  19,9+2,2
S 300 47418  28,9+37 27,6447  16,8+2,7 22449
(]
3~ 100
L < 200 5+1,8 24,2443 31,645,5 18,6+3,2  20,6%3,6
g 72 6+2,2 20+6,8 34,7470  19,9+7,1 19,4471
S~ 300 1,6%2,5 22,849,1  31,7+10,1 23+8,9 21+7,1
S
% 100 7,3+5,4 26,146,1 28,8454 15,9+4,3 21,948
= 200 96 2,3+2,1 18,9+10,6  32,1+7,0 21,4173 24,5464

300 2,2%3,3 10,2+#5,8  44,8+15,1 18,3+6,1 25,3+7,6
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A Figura 12 apresenta uma andlise detalhada das unidades arbitrarias
calculadas para os danos nos animais tratados com tebuconazol em relagéo aos
controles negativos.

As unidades arbitrarias (UA) sdo analisadas de acordo com Collins et al.
(2004), em que os scores obtidos no teste cometa sdo multiplicados pela
frequéncia de células que apresentam cada score para um dado tratamento. Os
valores de UA variam de 0 a 400, sendo 0 indicacdo de auséncia total de danos e
400 o dano maximo. Sendo assim, quando o valor de UA, obtido para os
nucleoides das células avaliadas, se apresentar mais distante de 0 e mais
proximo ao valor de 400, maior serd4 a toxicidade da substancia testada. Na
Figura 11, os valores de UA encontrados para os tratamentos com tebuconazol
foram superiores aos do controle negativo. O menor valor de UA de 83,8 foi
encontrado para o controle negativo, sendo que 0s seus valores permaneceram
abaixo de 127. Todos os tratamentos com tebuconazol apresentaram valores de

UA entre 200 a 250, sendo estes superiores aos encontrados para o controle.
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Figura 12 - Unidades Arbitrarias (UA) calculadas para nucleoides de células
das branquias de peixes Danio rerio expostos a diferentes
concentracdes de tebuconazol, durante 24, 72 e 96h.
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As barras representam os valores de UA e as linhas verticais o erro padrdo. * Indica
diferenca significativa em relacdo ao controle.

Os elevados valores de UA e a alta frequéncia de nucleoides nas classes
de danos 3 e 4 obtidas das branquias de animais expostos ao tebuconazol,
indicam que o fungicida foi capaz de gerar uma maior fragmentacdo de
moléculas de DNA, indicando uma acdo genotoxica. Além disso, esses
resultados corroboram com diversos trabalhos que comprovam que 0 ensaio
cometa é capaz de detectar danos no DNA de peixes, causados por diferentes
classes de mutagénicos, incluindo agrotéxicos. Em alguns estudos com peixes,
como em jundia (Rhamdia quelen), carpa comum (Cyprinus carpio), lambari
(Astyanax bimaculatus) e peixe cabeca de cobra (Channa punctatus) foram
observadas lesdes no DNA quando expostos aos fungicidas Roundoup® e
Folicur (FERRARO, 2009), fato também observado em Channa punctatus e
curimba (Prochilodus lineatus) expostos aos herbicidas atrazina e Roundup®,
respectivamente (CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008; NWANI et al.,
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2011). Estes estudos demostram grande eficiéncia do ensaio no monitoramento
da genotoxicidade induzida pela presenca de agrotoxicos nas aguas.

O ensaio cometa dentre diversas vantagens, apresenta a caracteristica de
poder ser realizado em qualquer tipo de célula eucaridtica nucleada (LEE;
STEINERT, 2003), facilitando a sua aplicacdo para diversas espécies de peixes e
6rgdos. Em animais muito pequenos como o zebrafish, a coleta de sangue para
analises genotdxicas muitas vezes tornam-se dispendiosas ou obtém-se pequenas
quantidades de sangue, podendo ser utilizadas para 0 ensaio cometa as
brénquias.

As branquias além de apresentarem um tecido importante para a
absorcdo de contaminantes, por estarem diretamente expostos ao ambiente
contaminado, podem ser facilmente coletadas (CAVALCANTE; MARTINEZ;
SOFIA, 2008). Outra vantagem de sua utilizacdo é que dependendo do tamanho
do animal, apenas um pequeno fragmento da branquia seria necessario para o
ensaio, ndo necessitando realizar a eutandsia dos animais. Os resultados
apresentados neste estudo, evidenciando a inducdo de danos citogenéticos em
células das branquias de D. rerio estdo de acordo com os achados de outros
pesquisadores para diferentes defensivos agricolas. Células das branquias de
Prochilodus lineatus e de Channa punctatus quando expostas aos pesticidas
cipermetrina  (CYP) e endosulfan, respectivamente, apresentaram alta
sensibilidade, obtendo-se elevados valores UA em comparagdo com o controle
(PANDEY et al., 2006; POLETTA et al., 2013).

Dentro desse contexto, foi possivel observar que o tebuconazol possui
grande capacidade de induzir fragmentacdo do material genético das branquias
de Danio rerio tendo apresentado valores de UA superiores ao controle
negativo, se comportando de maneira semelhante a outros pesticidas
amplamente utilizados na agricultura e que sdo conhecidos por suas elevadas

acOes genotodxicas.
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Baseado nos resultados do ensaio cometa e no teste do micronucleo foi
verificado o potencial de mutagenicidade e genotoxicidade do tebuconazol sobre
as células sanguineas e branquiais de zebrafish.

5.2 Ensaio I1: Exposi¢do dos embrides de Danio rerio ao tebuconazol

Os embrides expostos as diferentes concentracdes de tebuconazol foram
examinados uma vez ao dia por microscopia de luz ao longo do periodo
experimental, sendo analisadas as alteracbes morfoldgicas € o nimero de
embrides mortos.

Para analises da sobrevivéncia, foram considerados mortos todos os
embriGes que ndo apresentavam movimento, juntamente com a perda de
batimento cardiaco detectavel. Os dados de mortalidade estdo apresentados
como porcentagem de sobrevivéncia em cada tratamento ao longo do tempo
(Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual de sobrevivéncia de embribes de zebrafish (Danio rerio)
expostos ao tebuconazol em diferentes tempos de exposicao.

Tempo de exposicao (h)

Dose de TZ(ug/L
(ho/l) 24 48 72 96
0,0 86,81" 84,03" 82,64" 82,64%
12,5 75,00* 72,2278 72,22 71,538
25 74,3178 72,2278 70,83 68,06"®
50 68,068 63,19"8 61,8178 58,335
100* 62,508 54,865 47,228 42,36
200 0,00¢ 0,00¢ 0,00°¢ 0,00°

Percentuais de sobrevivéncia acompanhados pela mesma letra ndo diferem entre si nas
colunas (p>0,05) por teste de Qui-quadrado.* regressdo linear significativa (p<0,05).
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N&o houve diferenca significativa (p>0,05) ao analisar o efeito das doses
12,5; 25 e 50 pg/L ao longo do tempo sob a taxa de sobrevivéncia. Apenas a
dose de 100 pg/L foi capaz de reduzir a taxa de sobrevivéncia ao longo do
desenvolvimento dos embrifes (p<0,05) (FIGURA 13). Em 24hpf, a taxa de
sobrevivéncia para embrides expostos a 100 pg/L de tebuconazol era de 62,50%,
apresentando uma queda decorrente do tempo de exposicdo, alcancando em
96hpf uma sobrevivéncia de 42,36%.

Figura 13 - Sobrevivéncia dos embriGes de Danio rerio em relacdo ao tempo de
exposicdo a dose de 100 pg/L de tebuconazol .
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Ao analisar as diferentes doses dentro de um mesmo tempo (mesmo
periodo de desenvolvimento embrionario), houve diferenga significativa
(p<0,001), como mostrado na Tabela 2. Em 24hpf, comparando o controle em

gue a taxa de sobrevivéncia foi de 86,81%, com os demais tratamentos, na
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medida em que se aumentou a concentragdo de tebuconazol, houve um
decréscimo da sobrevivéncia. A maior sobrevivéncia nos tratamentos foi de 75%
para a menor concentracdo de tebuconazol (12,5 pg/L), e na medida em que se
aumenta a concentracdo essa porcentagem diminui, alcangando em 100 pg/L de
tebuconazol uma taxa de 62,50%. Esses decréscimos na sobrevivéncia foram
observados dentro de todos os tempos avaliados. A concentracdo de 200 pg/L
foi considerada altamente tdxica para os embrides, pois em menos de 24hpf,
todos os embrides haviam morrido.

Observou-se elevada mortalidade de embrides na maior concentragdo
em menos de 24hpf. Sobrevivéncia dependente da dose também foi encontrada
por Fischer et al. (2015) ao submeterem embrides de zebrafish a varias
concentracdes de brometo de piridostigmina (PB) e monitora-los durante cinco
dias. A concentracdo de 500 mM levou a mortalidade de todos os embriGes em
menos de 24hpf, a de 100 mM também desencadeou uma reducdo da
sobrevivéncia em todos os tempos avaliados e as demais concentracdes
ocasionaram uma mortalidade inferior a 10% durante todo o desenvolvimento.

Os resultados encontrados indicam que a exposi¢do dos embriGes ao
tebuconazol resultou em uma mortalidade significativa de modo dependente
apenas da concentracdo, sendo significativamente dependente da dose/tempo
apenas para o tratamento de 100 pg/L de tebuconazol. Fendmenos semelhantes
foram observados em estudos com embrides de zebrafish, em que também foi
encontrada uma mortalidade significativamente dependente da dose com
exposicdo dos animais a diferentes concentracfes do inseticida piretroide
lambda-cialotrina (LCT) e do herbicida butaflor (TU et al., 2013; XU et al.,
2008). Em ambos os trabalhos, bem como no presente trabalho, a manutencédo da
sobrevivéncia do embrido ao longo do tempo dentro da mesma concentracao,
pode estar relacionada ao fato dos embriBes estarem envoltos pelo cérion. Este

pode ter protegido os animais, agindo como uma barreira, permitindo, portanto,
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a passagem de pequenas quantidades dos pesticidas, sendo a toxicidade da
substancia dependente da concentracdo (TU et al., 2013). Isso também explica o
fato da concentracdo de 100 pg/L de tebuconazol ter sido a Unica capaz de
alterar significativamente a taxa de sobrevivéncia em todos os tempos avaliados,
pelo fato de que mesmo passando pelo cérion em pequenas quantidades, a sua
concentracdo foi capaz de causar letalidade aos embrides.

No presente estudo, o tebuconazol ndo causou nenhuma malformagao
evidente durante os estagios embrionarios. Talvez por ser uma exposicao aguda,
o tempo de 96h pode ndo ter sido suficiente para a manifestacdo de alteractes
morfoldgicas e para expressiva mortalidade nas concentragdes testadas, uma vez
que durante a maior parte do desenvolvimento, o embrido esteve protegido pelo
corion. Resultado semelhante foi observado por Domingues et al. (2010) ao
estudarem a exposicao de dicromato de potassio em embrides de zebrafish, ndo
sendo observada significAncia em relacdo a mortalidade e efeitos sobre o
desenvolvimento embrionario, ao passo que quando ocorreu a eclosdo houve um
aumento na mortalidade, malformacdo e distarbios de equilibrio, tendo sido
acompanhados os embrides até 144hpf. Por isso, torna-se indispensavel em
estudos que visam analise toxicoldgica de determinada substancia, a avaliacdo
dos embriGes por periodos maiores. Porém evidenciou-se com o presente
trabalho a mortalidade em elevadas concentragdes de tebuconazol, independente
da presenca do corion protegendo o embrido.

Pesquisas complementares sdo necessarias, com vistas a conhecer 0s
mecanismos biolégicos afetados pelo tebuconazol, possibilitando determinar
impactos ambientais e socioecondémicos decorrentes do uso indiscriminado do
produto, permitindo assim elaborar e aplicar medidas para prevenir e ou

remediar os danos previstos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o tebuconazol
possui efeitos tanto nos adultos quanto em embribes de Danio rerio, gerando
fragmentacdo no material genético e alteragdes no comportamento dos adultos,
além de induzir letalidade nos embrides.

Desta forma, o presente trabalho corrobora e complementa dados
toxicoldgicos descritos em literatura para este composto, destacando a
importancia de ampliar e intensificar medidas de controle da distribuicdo e uso
destes produtos, visando reduzir os riscos de danos ao meio ambiente e a saude

humana.
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