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RESUMO

Glifosato (N-fosfonometil-glicina) (GLI) é o ingrediente ativo dos
herbicidas mais utilizados em todo o mundo. O GLI é aplicado em
produtos formulados, denominados herbicidas a base de glifosato
(HBG) e tais formulagfes podem causar efeitos ndo previstos nos
ensaios de toxicidade com o GLI puro. O GLI pertence ao grupo
guimico dos organofosforados, sendo estes, de uma maneira geral,
reconhecidos pela inducdo de efeitos neurotoxicos. No entanto, apesar
dos casos relatados de efeitos neurotdéxicos em humanos apds a
exposicdo aguda as formulagdes, este principio ativo é classificado
como ndo neurotdxico pelas agéncias reguladoras. Considerando que
ndo h& consenso na literatura cientifica nacional e internacional em
relacdo aos efeitos neurotdxicos dos HBG, o objetivo deste estudo foi
investigar a toxicidade de um HBG sobre a integridade funcional das
mitocOndrias e do DNA no encéfalo de peixe-zebra Danio rerio. Para
isso, realizamos o teste in vitro para avaliagdo da toxicidade do GLI
puro e do HBG no encéfalo; o teste de toxicidade aguda para a
determinacdo da concentracdo letal média em 96 h (CLsp61) do HBG; e
testes in vivo ap6s a exposicdo a diferentes concentracbes de HBG
(0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L) por 7 e 15 dias. Nossos resultados
mostraram que (i) o HBG foi mais toxico do que o GLI puro no encéfalo
de peixe-zebra; que causou uma desregulacdo mitocondrial
caracterizada pela (ii) diminuigéo da viabilidade celular, (iii) inibicdo da
atividade enzimatica dos complexos mitocondriais, (iv) alteragdes da
expressdo de genes relacionados aos complexos mitocondriais, (V)
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, associados ao (vi) aumento
da producdo de espécies reativas. AlteragcBes no consumo de oxigénio
mitocondrial ndo foram encontradas, assim como ndo foram
evidenciadas alteracbes na integridade do DNA e morte celular no
encéfalo de peixe-zebra induzidas pelo HBG. As alteragdes
mitocondriais encontradas foram reconhecidas como uma resposta
celular relevante e, com suporte do conjunto de resultados obtidos neste
trabalho, consideramos que o HBG induz toxicidade no encéfalo em
peixe-zebra. Além disso, este estudo apontou a mitocondria como um
alvo importante da toxicidade do HBG no encéfalo.

Palavras-chave: glifosato; neurotoxicidade; sistema nervoso central;
alteracBes mitocondriais; atividade dos complexos mitocondriais;
hiperpolarizagdo mitocondrial; fragmentacdo do DNA.
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ABSTRACT

Glyphosate (N-phosphonomethyl-glycine) (GLY) is the active
ingredient of the most widely used herbicides in the worldwide. GLY is
applied in formulated products, named glyphosate-based herbicide
(GBH) and such formulations could cause effects, which are not
predicted in the toxicity assays with pure GLY. This herbicide is
classified as an organophosphorus compounds that has been recognized
by inducing neurotoxic effects. Although this compound is classified as
non-neurotoxic by national and international regulatory agencies, acute
exposure to GBH causes neurological symptoms in humans. However,
there is no consensus in the scientific literature in relation to neurotoxic
effects of GBH. Thus, the aim of this study was to investigate the
neurotoxic effects of the GBH in zebrafish Danio rerio, focusing on the
acute toxicity, activity and transcript level of mitochondrial complexes,
mitochondrial membrane potential, reactive species formation,
mitochondrial respiration and apoptosis. The acute toxicity test for GBH
was performed in 96 h with adults zebrafish; for in vivo assay the fish
were exposed to GBH (0.065, 1.0 and 10.0 mg GLY/L) for 7 and 15
days; and for in vitro assay for cell viability was performed using also
pure GLY. Our results showed that (i) GBH is more toxic than pure
GLY in the zebrafish brain; that GBH caused mitochondrial
dysregulation characterized by (ii) decreased in cell viability, (iii)
inhibition of mitochondrial complex enzyme activity, (iv) modulation of
the expression of genes related to mitochondrial complexes, (v)
hyperpolarization of the mitochondrial membrane, associated with (vi)
increased production of reactive species. Changes in mitochondrial
oxygen consumption were not found, as no changes in DNA integrity
and cell death in zebrafish brain induced by GBH were detected. The
mitochondrial alterations found were recognized as a relevant cellular
response and, based on the set of results obtained in this study, we
consider that GBH induces neurotoxicity in zebrafish. In addition, this
study pointed to mitochondria as an important target for GBH toxicity in
the brain.

Keywords: glyphosate; neurotoxicity; central nervous system;
mitochondrial alterations; activity of mitochondrial complexes;
mitochondrial hyperpolarization; DNA fragmentation.
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1. INTRODUCAO

1.1  AGROTOXICOS E A TOXICIDADE NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

Os agrotoxicos, também denominados de defensivos agricolas ou
pesticidas, sdo usados para controlar organismos vivos considerados
indesejaveis para a produgdo agricola. Esses possuem em suas
composigdes agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, denominados
ingredientes ativos, que conferem eficicia por interferirem na atividade
biolégica normal de organismos alvos de controle (BRASIL, Lei n°
7802, de 11 de julho de 1989).

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com o tipo de
organismo que controlam; com a estrutura quimica dos ingredientes
ativos ou com os efeitos a salide humana e ao meio ambiente, ou seja, 0
grau de sua toxicidade (PERES; MOREIRA, 2003). Conforme a
classificacéo pelo tipo de organismo que controlam, os agrotdxicos mais
comercializados sdo: os herbicidas que controlam as plantas indesejadas
em um cultivo agricola ou no ambiente, também chamadas de ervas
daninhas, seguido pelos inseticidas e fungicidas que controlam os
insetos e fungos, respectivamente (IBGE, 2015).

A partir do ano 2000, principalmente devido a expansdo do
agronegdcio, o consumo total de agrotéxicos no Brasil expandiu de
aproximadamente 170.000 toneladas para 500.000 toneladas em 2014,
um acréscimo de 135% (BOMBARDI, 2017). No ano de 2008, o Brasil
ja assumia o posto de maior mercado consumidor de agrotoxicos do
mundo (IBGE, 2015), sendo estimada a utilizacdo em territério
brasileiro de cerca de 20% de todo agrotdxico comercializado
mundialmente (BOMBARDI, 2017).

O modelo de cultivo com o0 uso intensivo de agrotoxicos no
Brasil tem gerado um indiscutivel impacto sobre a salde da populacédo
humana como um todo, mas, principalmente de camponeses e
trabalhadores rurais (BOMBARDI, 2017). Ainda de acordo com
BOMBARDI (2017), somados todos os casos de intoxica¢do notificados
junto ao Ministério da Sadde entre 2007 e 2017, tém-se mais de 25.000
intoxicacdes por agrotdxicos, o que significa uma média de 8
intoxicacdes diarias. Cabe ressaltar, entretanto, que é estimada a
subnotificacdo na ordem de 1:50, ou seja, para cada caso de intoxicacao
notificado, tenha-se 50 outros ndo notificados. Portanto, é possivel que



tenham havido 1.250.000 intoxica¢des por agrotdxicos de uso agricola
neste periodo (BOMBARDI, 2017).

Além dos casos de intoxicagdes e doencas agudas e cronicas,
somam-se as tentativas de suicidio e anomalias congénitas secundarias a
exposicdes a agrotdxicos, que culminam em um grande problema de
salde publica (CARNEIRO, 2015; BOMBARDI, 2016; HESS;
NODARI, 2015). De modo geral, a exposi¢do aos agrotoxicos, atraves
de uma ou mais vias de acesso como a respiratoria, dérmica e/ou
digestiva, pode causar disturbios em diferentes 6rgdos, incluindo o
sistema nervoso central (SNC), endocrino, imune, reprodutivo, renal,
digestorio, cardiovascular e respiratério em organismos ndo-alvo, ou
seja, todos o0s organismos exceto aqueles alvo de controle. A este
respeito, hd evidéncias crescentes que relacionam a exposi¢do aos
agrotoxicos e 0 aumento da incidéncia de doengas humanas, incluindo
doencas neuroldgicas, diabetes, envelhecimento cardiovascular, doenga
renal e cancer (ABDOLLAHI et al., 2004; DE SOUZA et al., 2011;
MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2012; 2013; SEKHOTHA,;
MONYEKI; SIBUYI, 2016).

As intoxicagfes agudas afetam principalmente as pessoas
expostas aos agrotoxicos em seu ambiente de trabalho. Os sinais e
sintomas mais recorrentes sdo a irritacdo da pele e olhos, coceiras,
vOmitos, colicas, diarreias, espasmos, dificuldades respiratorias,
convulsBes e, em casos graves, a morte. Ja as intoxicacfes cronicas
podem afetar toda a populacdo, pois sdo decorrentes da exposicdo
multipla, isto é, da presenca de residuos de agrotéxicos em alimentos e
no ambiente, geralmente em doses baixas, e seus efeitos podem aparecer
muito tempo ap6s a exposicdo dificultando a correlagdo com o agente
toxico (INCA, 2015). Dentre os efeitos sistémicos associados a
exposicao cronica podem ser citados infertilidade, impoténcia, abortos,
anomalias congénitas, desregulagdo hormonal, asma, cancer, efeitos
sobre o sistema imunolégico e SNC (WINCHESTER et al., 2009;
HAYDEN et al., 2010; SAMSEL; SENEFF, 2015).

A neurotoxicidade é a capacidade de agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos causarem alteracdes estruturais ou funcionais adversas sobre
0 SNC e, dentre estes agentes, os agrotoxicos destacam-se como 0s
principais causadores de danos (KAUFMAN, 1994). A neurotoxicidade
induzida por agrotéxicos pode resultar em uma variedade de doencas
neuroldgicas e psiquiatricas e esta diversidade de efeitos sobre o SNC
aumenta a necessidade de avaliar, através de testes biologicamente



apropriados e confidveis, substdncias relevantes ambientalmente e,
sobretudo, potencialmente neurotoxicas (KAMEL; HOPPIN, 2004).

O SNC desempenha um papel importante na regulacgéo fisioldgica
através do controle e da integragdo de praticamente todas as fungdes dos
varios sistemas de Orgdos. Outros sistemas, como 0s sistemas
circulatorio e reprodutivo, fornecem informagdes ao SNC, que por sua
vez controla os seus funcionamentos. Assim, a disfungdo neuroldgica
tem um grande impacto que vai além do préprio SNC, sendo que,
mesmo pequenas alteragdes na estrutura e fungdo deste sistema, podem
causar efeitos sobre a fisiologia geral (KAUFMAN, 1994).

O SNC tem caracteristicas préprias que o tornam especialmente
susceptivel a agentes toxicos. Estas caracteristicas incluem uma baixa
capacidade regenerativa e uma grande variedade de sistemas de
neurotransmissores e neuromoduladores, que podem ser alterados por
agentes toxicos (KAUFMAN, 1994). Além disso, 0s neurénios possuem
altas taxas metabdlicas oxidativas, e um grande requerimento de
energia, visto que sdo diferenciadas e que necessitam, portanto, de
grandes quantidades de ATP para a correta manutencdo dos gradientes
ibnicos transmembranares e para 0s processos de neurotransmissdo
(GERMAN; WHITE; SPARKMAN, 1987). Ainda possuem
caracteristicas celulares prdprias como altas taxas de area de superficie
de membrana por volume citoplasmatico e altos niveis de lipidios
insaturados. Em conjunto, tais caracteristicas estdo associadas a uma das
primeiras respostas celulares deste sistema apds o insulto provocado por
agentes tdxicos, que é a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (DE ZWART et al., 1999; ABUJA; ALBERTINI, 2001,
CHONG et al., 2005).

Algumas classes de agrotoxicos sdo reconhecidas por seu
potencial neurotdxico, tais como organofosforados, carbamatos,
organoclorados e piretroides, uma vez que interferem na
neurotransmissdo e fungdo dos canais i6nicos no SNC (COSTA et al.,
2008; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Historicamente, o0s compostos organofosforados  foram
introduzidos como agrotoxicos na década de 1970, inicialmente como
substitutos dos organoclorados por serem menos persistentes no
ambiente, porém com alta toxicidade (PEAKALL et al., 1975;
MURPHY, 1986). Foi também a partir dessa época que foram
registrados crescentes ndmeros de casos de intoxicagdo por
organofosforados, mesmo em doses baixas, tanto em humanos como em
outras espécies animais (GALLOWAY; HANDY, 2003; ARAUJO et
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al., 2007). Dentre os efeitos toxicos associados aos organofosforados
encontram-se neurotoxicidade, imunotoxicidade, carcinogenicidade,
desregulacdo enddcrina e alteragBes no desenvolvimento embrionario
(ABRASCO, 2012).

O modo de acdo dos organofosforados é semelhante tanto em
invertebrados quanto em vertebrados, e se da pela inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pela degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ABRASCO, 2012). Sabe-se que o0s
efeitos toxicos dos compostos organofosforados ocorrem ndo somente
através da inibicdo da AChE, mas também através de outros alvos
moleculares como horménios, fatores neurotréficos e alteragdes
inflamatorias no tecido nervoso (SANCHEZ-SANTED; COLOMINA,
HERRERO HERNANDEZ, 2016).

1.2 HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO

Os ingredientes ativos com agdo herbicida lideram a lista dos
agrotoxicos mais comercializados no Brasil. O controle de plantas
daninhas é uma pratica de elevada importancia econémica para a
obtencdo de altos rendimentos em qualquer cultivo agricola, e dentre 0s
herbicidas mais amplamente usados, 0s que contém o ingrediente ativo
glifosato (GLI) perfazem 62,4% do total de herbicidas comercializados
no Brasil (IBGE, 2015).

O GLI é um composto organofosforado, de nome quimico N-
fosfonometil-glicina e formula molecular CsHgNOsP, que atua de modo
ndo seletivo e pds-emergente, isto &, mata qualquer tipo de planta e pode
ser aplicado apds a germinacdo em culturas de plantas geneticamente
modificadas resistentes ao GLI (Figura 1). As formulacbes a base de
GLI sdo usadas em areas agricolas, industriais, urbanas, florestais e no
controle de plantas em ambientes aquaticos, sendo considerado o
herbicida mais utilizado em todo o mundo e o segundo mais utilizado ao
redor de casas e em jardins (IARC, 2015).

No Brasil, atualmente, o uso de herbicidas a base de GLI
(HBG) ¢é liberado para 28 culturas diferentes, em diversos modos de
aplicacdo: no pré-plantio dos cultivos, na pés-emergéncia das plantas
infestantes e das culturas geneticamente modificadas tolerantes ao GLI,
na pré-colheita como dessecante, € em concentracBes baixas, como
maturador, principalmente da cultura da cana-de-agucar (MACHADO,
2016). Estima-se que tais padrdes de uso aumentem os niveis de
residuos de GLI nos produtos colhidos, uma vez que este principio ativo
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tem sido detectado em diferentes alimentos (VANDENBERG et al.,
2017).

O modo de acéo do GLI foi descrito entre as décadas de 1970 e
1980 e, se d& basicamente, pela inibicdo competitiva da enzima 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) presente em plantas,
fungos e bactérias, mas ndo em animais. Essa enzima é necesséria para a
sintese dos aminoacidos arométicos essenciais fenilalanina, tirosina e
triptofano (KISHORE; SHAH, 1988) e também é responsavel pela
biossintese de corismato, um importante intermediario metabdlico
precursor na biossintese destes aminoacidos (RUEPPEL et al., 1977;
SHARPS, 1984). O principal produto da degradacéo do GLI é o &cido
aminometilfosfonico (AMPA), que por sua vez é degradado em didxido
de carbono e amobnia (RUEPPEL et al., 1977; POLLEGIONI;
SCHONBRUNN; SIEHL, 2011). Além destes, o GLI pode ser
degradado em fosfato e N-metilglicina (sarcosina), um metabdlito
intermediario, até sua degradacao em glicina (DICK; QUINN, 1995).

Figura 1: Estrutura quimica do glifosato e do seu principal metabolito, acido
aminometilfosfonico (AMPA). Fonte: Adaptado de MARTINEZ et al. (2018).
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O GLI ¢é comercialmente formulado como sal de
isopropilamina, aménio, sodio, potassio ou trimetilsulfonio, o que lhe
confere maior solubilidade em agua. Além do ingrediente ativo, sdo
adicionados a formulacdo compostos com acdo surfactante, sendo
geralmente mencionado o polioxietilenoamina (POEA), o0s quais
facilitam a penetracdo do GLI na cuticula vegetal e aumentam a sua
efetividade (COX; SURGAN, 2006; SZEKACS; DARVAS, 2012).

O grande aumento no uso de produtos formulados com GLI
ocorreu principalmente com a introducdo, em 1996, de variedades de
culturas geneticamente modificadas tolerantes a este ingrediente ativo
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(SZEKACS; DARVAS, 2012; BONNY, 2016). Devido & sua elevada
solubilidade em agua e do uso extenso, o0 GLI e 0 AMPA sdo 0s
principais poluentes dos rios e aguas superficiais (KOLPINA et al.,
2006; HANKE et al., 2010). Além de serem detectados nos produtos
agricolas destinados ao consumo humano e animal (TAKAHASHI,
HORIE; AOBA, 2001; BOHN et al., 2014), tanto o GLI como 0 AMPA
tém sido detectados no ar (CHANG; SIMCIK; CAPEL, 2011), assim
como em amostras de sangue, urina e no soro materno e fetal
(ACQUAVELLA et al., 2004; BOLOGNESI et al., 2009; CONRAD et
al., 2017; KONGTIP et al., 2017).

De um modo geral, o GLI é classificado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental norte-americana (Environmental Protection Agency
— EPA) como um herbicida de baixa toxicidade aguda em condicdes
normais de uso (US EPA, 1993). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica 0 GLI como pertence a classe
toxicolégica 1V, ou pouco tdxico (ANVISA, 2017). Desde o ano de
2008, a ANVISA esta em processo de reavaliacdo do GLI,
considerando, de acordo com o Diario Oficial da Unido (DOU,
22/02/2008), a sua grande utilizacdo no Brasil, os relatos de casos de
intoxicacdo ocupacional e acidental, a revisdo da dose estabelecida para
a ingesta diaria aceitavel e os possiveis efeitos toxicoldgicos adversos.

Em relacdo as agéncias internacionais reguladoras dos riscos a
salde humana, ndo hd consenso no que diz respeito ao potencial
carcinogénico do GLI (TARONE, 2016). No encontro promovido pela
Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (International
Agency for Research on Cancer - IARC) para avaliar a
carcinogenicidade de agrotéxicos organofosforados, apds extensa
revisdo de publicacdes cientificas por especialistas, o GLI foi
classificado como “provavelmente carcinogénico para humanos”, ou
Grupo 2A (GUYTON et al., 2015; IARC, 2015; PORTIER et al., 2016).
Subsequentemente a classificacdo da IARC, uma avaliacdo realizada
pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (European Food
Safety Authority — EFSA) concluiu que é pouco provavel que o GLI seja
carcinogénico para os seres humanos (EFSA, 2015). Também, em
reunido conjunta entre a Organizacdo de Alimentos e Agricultura das
Nacdes Unidas e a Organizacdo Mundial da Sadde (Food and
Agriculture Organization of the United Nations — FAO / World Health
Organization — WHO) sobre os efeitos dos residuos de pesticidas sobre
a salde, ap6s a avaliacdo do potencial carcinogénico do GLI presente



nos alimentos, foi concluido que este ndo apresenta risco carcinogénico
via exposicao alimentar (FAO; WHO, 2016).

Em humanos, apds a exposicdo acidental ou deliberada aos
HBG, foram descritas alteracdes clinicas como ulceracdes orofaringeas,
nduseas e vOmitos, acidose metabdlica e varias outras complicacBes
graves, como dificuldade respiratéria, arritmia cardiaca, choque
anafilatico, alteracBes de consciéncia, coagulacdo intravascular
disseminada e morte (LEE et al., 2000; ZOUAOUI et al., 2013).
Entretanto, entre os inibidores enzimaticos usados na agricultura, o GLI
tem sido considerado um herbicida seguro e efetivo com o minimo de
toxicidade humana e ambiental, ndo apresentando risco significativo em
condicdes normais de uso (GREIM et al., 2015; KIER; KIRKLAND,
2013; WILLIAMS et al., 2016; WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

De um modo geral, verifica-se também na literatura cientifica
gue a toxicidade do GLI, assim como das formulacGes, é uma questdo
bastante controversa, pois parece ndo haver consenso em relagdo aos
efeitos desse herbicida sobre organismos ndo-alvo.

AlteracBes na atividade de enzimas antioxidantes, na expressao
de genes e em parametros hematolégicos tém sido descritos como
efeitos toxicos do HBG em peixes, roedores e caranguejos
(BENACHOUR; SERALINI, 2009; CATTANI et al., 2017; LI et al.,
2017; MODESTO; MARTINEZ, 2010).

Especificamente, a citotoxicidade do HBG em linhagens de
células humanas foi reportada pela ativacdo das caspases 3 e 7, inducao
a fragmentacdo do DNA e morte celular (BENACHOUR; SERALINI,
2009; GASNIER et al., 2010). Adicionalmente, foi verificado dano ao
DNA em células de medula 6ssea de camundongos (PRASAD et al.,
2009) e de eritrocitos de peixes (BRAZ-MOTA et al., 2015; CAVAS;
KONEN, 2007; VERA-CANDIOTI; SOLONESKI; LARRAMENDY,
2013), conferindo um potencial de genotoxicidade a este herbicida.
Além disto, foram evidenciadas apos o tratamento com HBG em ourico
do mar, alteracBGes nas proteinas CDK1 e ciclina B relacionadas aos
pontos de checagem do ciclo celular (MARC; MULNER-LORILLON;
BELLE, 2004).

Estudos realizados demonstram ainda que o HBG induz o
estresse oxidativo, como resposta bioguimica a este composto. A
peroxidacdo lipidica e alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes
induzidas pelo HBG tém sido observadas em vérias espécies de peixes
(BRAZ-MOTA et al, 2015; MODESTO; MARTINEZ, 2010;
SAMANTA et al., 2014), assim como em roedores (CATTANI et al.,
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2017; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013; EL-SHENAWY,
2009). Além disso, foram reportadas alteracdes em analises de
transcritos que codificam componentes do sistema antioxidante, além de
proteinas de resposta ao estresse e moléculas de sinalizagdo pro-
apoptdticas em peixe (WEBSTER; SANTOS, 2015) e ratos
(MESNAGE et al., 2015).

Considerando os efeitos diversificados do GLI e do HBG nos
organismos, chama a atencdo a pouca disponibilidade de estudos que
avaliem a toxicidade deste herbicida no SNC, em diferentes modelos de
estudo. Adicionalmente, apesar de serem reconhecidos os efeitos
neurotoxicos produzidos por compostos organofosforados (BURNS et
al., 2013; EATON et al., 2008; JOHNSON et al., 2009), o GLI foi
definido pela EPA como um composto ndao neurotdxico, mesmo em
doses muito elevadas (US EPA, 1994). No entanto, as formulacGes
contendo GLI parecem induzir efeitos neurotoxicos. Em um relatério
produzido pela EPA sobre os casos de intoxicacdo aguda por HBG entre
2002 e 2008, foram registrados 271 casos, dos quais 36,2%
apresentaram sintomas neurolégicos indicativos de toxicidade do HBG
sobre o SNC. Dentre os sinais e sintomas relatados estdo: tremor, perda
de coordenacdo motora, ataxia e dorméncia (HAWKINS et al., 2009).

Estudos experimentais mostram os efeitos inibitorios do GLI
puro, assim como do HBG, sobre a atividade da AChE, parametro
comumente usado como biomarcador de neurotoxicidade (BRAZ-
MOTA et al., 2015; MENENDEZ-HELMAN et al., 2012; MODESTO;
MARTINEZ, 2010; SAMANTA et al., 2014; SANDRINI et al., 2013).

Ainda, em relacdo ao potencial neurotéxico do HBG, NEGGA
et al. (2011; 2012) relacionaram a toxicidade deste herbicida a morte de
neurdnios dopaminérgicos e gabaérgicos em Caenorhabditis elegans.
Em hipocampo de ratos, tanto in vitro como in vivo, o HBG induziu o
aumento dos niveis de glutamato extracelular, e consequentemente, a
excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo (CATTANI et al.,
2014; 2017).

Estudos de caso relatam os efeitos sobre o SNC ap6s a
exposicdo ao HBG, como a perda de consciéncia e encefalopatia
(MALHOTRA et al., 2010), e quadro de parkinsonismo generalizado
acompanhado por alteracBes estruturais em nicleos neuronais
relacionados com os distirbios do movimento em exames de
neuroimagem (BARBOSA et al., 2001; WANG et al., 2011).

Os mecanismos da toxicidade dos HBG sobre o SNC ainda nédo
sdo completamente compreendidos. Alguns trabalhos mostram o
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envolvimento de respostas de estresse oxidativo e inducdo de
neurotoxicidade tanto in vitro como in vivo (MARTINEZ et al., 2018;
ROY; CARNEIRO; OCHS, 2016; SOBJAK et al., 2017). Apesar de ser
postulado que as mitocdndrias sdo os principais locais de producdo de
ERO e que desequilibrios na condicdo oxidativa celular desempenham
um importante papel em processos neurodegenerativos (FILOSTO et
al.,, 2011; MARTIN, 2012), pouco é conhecido sobre o envolvimento
desta organela na fisiopatologia dos efeitos induzidos pelo HBG no
SNC.

13 MITOCONDRIA COMO ALVO DE TOXICIDADE

A mitocondria é uma organela constituida por duas membranas,
a membrana mitocondrial externa (MME) e a membrana mitocondrial
interna  (MMI). As MME e MMI criam dois compartimentos
mitocondriais: um espago interno denominado matriz e um espago
intermembranas. A MME ¢é facilmente permeével a pequenas moléculas
e fons, os quais se movem livremente através de canais
transmembranares formados por uma familia de proteinas integrais de
membrana, chamadas porinas (NELSON; COX, 2014). A MMI ¢
formada por pregas que se invaginam para o interior da matriz
mitocondrial, denominadas cristas mitocondriais, que aumentam
grandemente a sua area superficial total. A MMI é impermeavel a
maioria das pequenas moléculas e ions, incluindo prétons (H-), e as
Unicas espécies que atravessam esta membrana o fazem através de
transportadores especificos (ALBERTS et al., 2015). Na MMI, estéo
localizados os cinco complexos enzimaticos responsaveis pela producéo
de energia, denominados cadeia respiratdria ou cadeia transportadora de
elétrons (CTE) (NELSON; COX, 2014).

A matriz mitocondrial contem uma mistura altamente
concentrada de centenas de enzimas, incluindo aquelas necessarias a
oxidacdo do piruvato e acidos graxos e ao ciclo do acido tricarboxilico,
além do DNA mitocondrial, ribossomos, RNA transportador e varias
enzimas requeridas para a expressdo dos genes mitocondriais
(ALBERTS et al., 2015).

As células eucarioticas requerem energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP) para funcionar normalmente. Classicamente, as
mitocdndrias atuam como principais provedores de energia celular,
fornecendo a maquinaria que gera ATP, a partir da energia armazenada
em NADH (dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido) e

9



FADH; (dinucleotideo de flavina e adenina reduzido). Além desta
funcdo, as mitocondrias também estdo envolvidas em numerosos
processos celulares como: homeostase de célcio intracelular, sintese de
esteroides, termogénese adaptativa, geragdo de ERO e inducéo de morte
celular programada por apoptose (MARTIN, 2012).

As moléculas NADH e FADH,, sdo geradas via glicélise no
citosol (NADH) e ciclo do &cido tricarboxilico na mitocéndria (NADH e
FADH,), e sdo oxidadas no complexo | e complexo Il da CTE,
respectivamente. Os elétrons liberados sdo entdo transportados para o
complexo Il pela coenzima Q (CoQ) e subsequentemente para 0
complexo 1V pelo citocromo ¢. No complexo 1V, os elétrons reagem
com oxigénio molecular (O,) para formar 4gua. O transporte de elétrons
é energeticamente acoplado a translocacdo de prétons da matriz
mitocondrial, através dos complexos I, Il e IV na MMI, para o espago
intermembranas. Este fluxo de protons resulta em uma forca
protomotiva através da MMI, que consiste de um gradiente quimico
(ApH) e um gradiente elétrico, ou potencial de membrana mitocondrial
(Aym), no qual a matriz mitocondrial apresenta uma carga negativa. Os
protons podem fluir de volta para a matriz mitocondrial através da
FoF1-ATP-sintase (ATPase ou complexo V), culminando na sintese de
ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi)
(NELSON; COX, 2014; ALBERTS et al., 2015). Junto com o complexo
V, os quatro complexos da CTE constituem o sistema da fosforilagdo
oxidativa (GNAIGER, 2014) (Figura 2).
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Figura 2: Cadeia transportadora de elétrons. Elétrons doados pela NADH e
outros substratos oxidados passam através da cadeia de transportadores de
elétrons dispostos na membrana interna. O fluxo de elétrons é acoplado a
transferéncia de prétons através da MMI para o espaco intermembranas,
produzindo um gradiente quimico (pH) e um gradiente elétrico (Aym). A MMI
é impermeével a prétons e estes podem retornar a matriz somente através de
canais de prétons especificos (Fo). A forca protomotiva é a forca motora que
impulsiona os protons de volta & matriz e fornece energia para a sintese de ATP,
catalisada pelo complexo F1 associado a Fo (ATPase). Fonte: NELSON e COX
(2002).
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O complexo V também pode agir de modo reverso, isto é,
hidrolisar a ATP e expelir protons a partir da matriz mitocondrial para o
espago intermembranas, sustentando assim o Aym quando necessario.
Este mecanismo requer que a ATP seja transportada do citosol para a
matriz mitocondrial, também por acdo de modo reverso do translocador
de nucleotideos de adenosina mitocondrial (FORKINK et al., 2014;
NICHOLLS, 1972).

De um modo geral, ERO é o termo usado para descrever uma
variedade de moléculas e radicais livres (espécies quimicas com um
elétron ndo emparelhado) derivadas do oxigénio molecular. As ERO sédo
geradas como um subproduto da fosforilacdo oxidativa (TURRENS,

2003). Dois locais da cadeia respiratéria, o complexo | e Ill, sdo
considerados as principais fontes de ERO na mitocondria em condicdes
fisioldgicas (TURRENS, 2003). Estes complexos, | e I, liberam

elétrons para o oxigénio, produzindo principalmente radicais superéxido
(07). Os radicais superoxidos sdo dismutados pela manganés
superéxido dismutase (Mn-SOD), gerando peréxido de hidrogénio
(H,0,) e oxigénio. O complexo | gera radicais superéxido apenas em
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direcdo a matriz mitocondrial, mas o complexo Ill gera em direcdo a
matriz e ao espaco intermembranas. Além disso, os componentes do
acido tricarboxilico, incluindo a-cetoglutarato desidrogenase, geram
radicais superdxido na matriz. Esses radicais livres e radicais superdxido
gerados pela mitocondria sdo transportados para o citoplasma através de
canais de anions dependentes de voltagem (REDDY, 2009).

A producdo de ERO é um mecanismo intrinseco de varios
processos bioldgicos, tais como a sinalizacdo celular, através
principalmente da regulacdo de genes sensiveis aos sinais redox, a
contracdo muscular e a produgdo de respostas do sistema imune
(KANEKO et al., 2001), no entanto, se em desequilibrio, podem
promover a peroxidacdo lipidica e oxidagdo de proteinas e do DNA
(REDDY, 2009).

A abundancia de mitocondrias em cada tecido varia de acordo
com sua demanda energética. Os neurdnios, bem como o muisculo
cardiaco e esquelético apresentam alta densidade de mitocondrias que
suprem suas elevadas demandas energéticas. Logo, quando em estado de
privacdo de energia, apresentam maior vulnerabilidade a danos quando
comparados a outros tecidos (FILOSTO et al., 2011). Especialmente as
fungdes do SNC dependem do funcionamento mitocondrial eficiente,
visto que varios estudos tém demonstrado que as disfungdes
mitocondriais desempenham um importante papel na patogénese de
doencas neurodegenerativas, assim como estdo associadas aos efeitos
neurotéxicos induzidos por agrotdxicos (BALTAZAR et al., 2014;
FILOSTO et al., 2011; MARTIN, 2012; REDDY, 2009).

As disfuncBes mitocondriais envolvidas nos processos de
neurotoxicidade geralmente incluem alteracbes no potencial de
membrana mitocondrial, aumento da formacdo de ERO, estresse
oxidativo e apoptose (MARTIN, 2012).

A este respeito, a toxicidade de diferentes tipos de agrotoxicos e
compostos quimicos se da através da inibicdo da atividade dos
complexos da CTE, como mecanismo de acdo primario ou secundario
(CHEN et al., 2017). Por exemplo, a inibicdo do complexo I, também
chamado de NADH desidrogenase, ocorre apds exposicdo ao agente
toxico MPTP (1-methil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiri—dina), que causa
parkinsonismo em humanos e modelos animais. O MPTP promove seus
efeitos toxicos através de interagdes com proteinas constituintes do
complexo | mitocondrial, levando a disfuncdo mitocondrial, estresse
oxidativo e neurodegeneracdo dopaminérgica (LANGSTON, 2017).
Assim como o complexo |, alteragdes nos complexos Il, Il e IV e na
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ATPase sdo descritas apds exposicdes a diferentes toxicantes
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Quando a atividade de algum complexo mitocondrial é inibida
pela presenga de agentes toxicos, o processo de transferéncia de elétrons
é interrompido, assim como a producéo de ATP, levando a diminuicéo
da capacidade energética celular proveniente da fosforilacdo oxidativa
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

O Awym, necessario para a producdo de ATP, pode ser
considerado um parametro funcional mitocondrial importante, sendo
que alteracdes neste pardmetro sdo observadas em uma grande variedade
de células com disfungdo na fosforilagdo oxidativa (ABRAMOV et al.,
2010). Também, alteragdes no Aym e na atividade da CTE podem
induzir um aumento na producéo de ERO (ESTERAS et al., 2017), além
de outras consequéncias para a célula como o estresse oxidativo e
apoptose (ABRAMOV et al., 2010).

Para contrabalangar a produgdo de ERO, a mitocdndria possui
sistemas de defesa antioxidante, como as enzimas Mn-SOD,
peroxirredoxinas, o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase, a
coenzima Q10 (ubiquinona), creatina e nicotinamida (DROGE, 2002;
JAMES et al., 2004).

No entanto, quando os niveis totais de ERO sdo maiores que a
capacidade de defesa antioxidante, as ERO podem causar danos
celulares significativos como a oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados de membrana, presentes em altas concentragdes no SNC,
levando a maltiplos produtos toxicos de peroxidacéo lipidica, os quais
podem amplificar os danos a macromoléculas. Ainda, ERO podem
resultar em dano ao DNA, produzindo quebras de fita simples e/ou
dupla (ESTERAS et al.,, 2017; MARTIN, 2012; TURRENS, 2003).
Embora sob condi¢cdes normais haja um balanco entre a formacgéo de
ERO e antioxidantes, em varios processos patolégicos como na
neurotoxicidade, as defesas antioxidantes se tornam insuficientes
resultando em estresse oxidativo que pode culminar em apoptose ou
morte celular (CHIN et al., 2008; FILOSTO et al., 2011).

1.4 PEIXE-ZEBRA: MODELO PARA ESTUDOS DE
NEUROTOXICIDADE

Os peixes, de um modo geral, sdo bons indicadores de
contaminagdo por poluentes e suas respostas celulares, moleculares e
bioquimicas sdo similares aquelas encontradas em mamiferos (BEGUM,
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2004; FONSECA et al., 2008). O peixe-zebra Danio rerio, também
conhecido como paulistinha, é um modelo amplamente usado na
pesquisa bioldgica, em areas como a genética, toxicologia, farmacologia
e neurociéncias (BASU; SACHIDANANDAN, 2013; BRADFORD;
TORO, 2017).

O peixe-zebra é um pequeno teledsteo de agua doce pertencente
a familia Cyprinidae. O género Danio apresenta um padrdo de coloracdo
com listras horizontais claras e escuras alternadas (SPENCE et al.,
2008). A distribuigio natural do peixe-zebra é ao sul e sudeste da Asia,
principalmente india, Bangladesh e Nepal (SPENCE et al, 2006; 2008).
O habitat natural é geralmente descrito como pequenos corpos d'agua
com uma temperatura entre 24 a 38°C, visibilidade a uma profundidade
de ~ 30 cm, com presenca de substrato de sedimento e vegetacdo
aquéatica (ENGESZER et al, 2007).

O peixe-zebra foi descrito pelo médico escocés Francis
Hamilton (HAMILTON, 1822) e vem sendo usado em biotério desde o0s
anos de 1950. Na década de 1980, um grupo liderado pelo Dr. George
Streisinger da Universidade do Oregon, introduziu o uso do peixe-zebra
em experimentos laboratoriais contribuindo para que este animal se
tornasse um organismo modelo vertebrado (DAMMSKI; MULLER,
2011).

As vantagens do uso do peixe-zebra incluem baixos custos com
manutencdo quando comparado com roedores, rapido crescimento e
comportamento facilmente observado em um ambiente controlado
(VARGAS; SIGURGEIRSSON, 2011). Além disso, ap6s o
sequenciamento completo do seu genoma, foram descritos genes
evolutivamente conservados, que apresentam cerca de 70% de
homologia com os de humanos (BARBAZUK et al., 2000; HOWE et
al., 2013).

O peixe-zebra é um organismo modelo ideal para estudos em
toxicologia, pois as alteragdes na morfologia, expressdo de genes,
parametros bioquimicos e comportamento sdo facilmente detectaveis
neste teledsteo, tanto em embrides e larvas como em individuos adultos
(DAI et al., 2014). Além de ter sido amplamente estudado e bem
descrito para estudos de toxicidade ambiental, o peixe-zebra apresenta
grande sensibilidade a drogas, sendo amplamente usado em estudos
farmacol6gicos (GOLDSMITH, 2004).

Varios estudos demonstram que o SNC é um dos principais
alvos de toxicantes, e neste contexto, o peixe-zebra apresenta células
neuronais, células gliais, mielina e circuitos neuronais conservados

14



evolutivamente e semelhantes aos observados em mamiferos
(BANDMANN; BURTON, 2010; STEWART et al., 2014). Também
sdo descritos mecanismos de neurotransmissdo encontrados em
mamiferos, incluindo a presenga dos neurotransmissores glutamato,
GABA, glicina, histamina, dopamina, norepinefrina, epinefrina,
serotonina, melatonina e acetilcolina (RINKWITZ et al., 2011). Sendo
assim, tem sido usado como um importante modelo para pesquisas
neurolégicas e comportamentais (NORTON; BALLY-CUIF, 2010;
STEWART et al., 2014).

Além disso, evidencia-se um padrdo de desenvolvimento
conservado, com estruturas neuroanatdmicas homélogas e organizacdo
neurofuncional conservadas entre mamiferos e peixes teledsteos
(GONZALEZ-VOYER; WINBERG; KOLM, 2009). De acordo com
TOLEDO-IBARRA; ROJAS-MAYORQUIN; GIRON-PEREZ (2013),
as regides neuroanatdmicas telencefélicas, tectum optico, talamo,
hipotalamo, cerebelo, bulbo encefélico e medula espinhal sdo descritas
no encéfalo de peixe-zebra (Figura 3).

Figura 3: Representagdes esquematicas de exemplar adulto e do encéfalo de
peixe-zebra Danio rerio. Em destaque sec¢do sagital de encéfalo corado em
hematoxilina-eosina (HE) evidenciando as regiGes neuroanatdbmicas. TE:
telencéfalo; TO: tectum optico; T: talamo; H: hipotadlamo; C: cerebelo; B: bulbo
encefalico; ME: medula espinhal. Fonte: do autor.
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Nesse contexto, acreditamos que 0 modelo de toxicidade induzida
pelo HBG sobre o encéfalo em peixe-zebra seja uma ferramenta muito
importante para investigar os efeitos subletais deste herbicida.
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Em geral, os agrotoxicos sdo reconhecidos por seus efeitos sobre
0 SNC em estudos realizados tanto em humanos, como em modelos
animais (BURNS et al., 2013; ZHANG et al., 2003). Contudo, poucos
estudos tém investigado se os HBG podem levar a neurotoxicidade e
ainda, de que forma as células do SNC respondem a este herbicida
(AXELRAD; HOWARD; MCLEAN, 2003; NEGGA et al., 2011,
TIERNEY et al., 2010).

Embora todos os principais sistemas do corpo possam ser
afetados negativamente por substancias téxicas, o SNC ¢
particularmente vulnerdvel a estes compostos. Ao contrério de muitos
outros tipos de células, as células neurais tém uma capacidade limitada
de regeneragdo. Além disso, muitas substancias toxicas tém afinidade
por diferentes tipos celulares neuronais, dependendo da especificidade
de cada composto (BOELSTERLLI, 2007).

Considerando-se o uso extenso dos HBG, que promovem uma
grande exposicdo ambiental e alimentar aos organismos ndo-alvo, e o0s
casos de desenvolvimento de sintomas neurotdxicos apds intoxicagdo
aguda, propomos como hipétese de trabalho que o HBG induz
neurotoxicidade através (i) da inducdo de danos mitocondriais
relacionados aos complexos da cadeia transportadora de elétrons, (ii)
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e (iii) inducdo a
apoptose.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a toxicidade do HBG sobre a integridade da fungdo
mitocondrial e do DNA no encéfalo de peixe-zebra Danio rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar os efeitos da exposi¢do in vitro ao GLI puro e ao HBG
sobre a viabilidade celular no encéfalo de peixe-zebra;

2. Determinar a curva dose-resposta e a concentracdo letal média
(CLsogsn) do HBG em peixe-zebra;

3. Avaliar os efeitos da exposicéo in vivo ao HBG sobre a viabilidade
celular no encéfalo de peixe-zebra;

4. Avaliar os efeitos da exposi¢do in vivo ao HBG sobre a atividade

enzimatica dos complexos da CTE mitocondrial no encéfalo de peixe-

zebra;

5. Quantificar os niveis de transcritos dos genes que codificam para

proteinas presentes na CTE mitocondrial no encéfalo de peixe-zebra,

apés exposicao in vivo ao HBG;

6. Quantificar os niveis de transcritos de genes envolvidos na biogénese

mitocondrial no encéfalo de peixe-zebra, apds exposi¢do in vivo ao

HBG;

7. Avaliar os efeitos da exposi¢éo in vivo ao HBG sobre o potencial de

membrana mitocondrial no encéfalo de peixe-zebra;

8. Quantificar a formacdo de ER no encéfalo de peixe-zebra, apds

exposicao in vivo ao HBG;

9. Analisar os efeitos do HBG sobre a fungdo bioenergética mitocondrial

no encéfalo de peixe-zebra;

10. Avaliar os efeitos genotdxicos do HBG por meio da analise da

integridade do DNA no encéfalo e nas branquias, ocorréncia de células

apoptoticas no encéfalo e presenca de micronicleos em eritrdcitos de

peixe-zebra.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Peixes machos e fémeas adultos da espécie Danio rerio, com
comprimento corporal médio de 3,3 cm (+ 0,09) e massa corporal média
de 0,46 g (x 0,14), foram obtidos em loja especializada na
comercializacdo de animais aquaticos e mantidos no Biotério Setorial
(Bio 004) do Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento
Animal/BEG/CCB/UFSC. Os peixes foram acondicionados em aquarios
de 20 litros (L) de agua declorada e filtrada, em aeragdo continua,
temperatura controlada de 27°C (+ 1), na densidade de armazenamento
de 1 grama (g) de peixe/L e alimentados diariamente com alimento
comercial para peixes. O periodo de adaptagdo dos peixes ao ambiente
do biotério foi de no minimo 7 dias. Todos 0s experimentos que seguem
descritos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da  Universidade  Federal de Santa Catarina  (ndmero
5466040416/CEUA/UFSC).

3.2 HERBICIDA

O HBG Scout® (Monsanto do Brasil Ltda) contendo 720,0 g/Kg
de GLI foi usado neste trabalho. As diluicGes foram preparadas
considerando a quantidade de GLI contida na formulagdo, a qual é
referida como mg GLI/L em todo o texto. O GLI puro [N-(fosfonometil)
glicina 96%, Sigma-Aldrich] foi usado para o teste in vitro. O HBG e 0
GLI puro foram diluidos em agua declorada para a realizacéo dos testes.

3.3 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA DO HBG EM PEIXE-ZEBRA

O teste para a determinacdo da concentracdo letal média (CLs)
do HBG em peixe-zebra foi desenvolvido de acordo com os testes de
toxicidade aguda em peixes para avaliacdo de produtos quimicos,
recomendados pela Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico (OECD, 1992). Os peixes foram expostos ao HBG por um
periodo de 96 h em condicBes semi-estaticas, isto &, com renovacao total
da solugdo a cada 24 h (Figura 4). As concentragdes de 0,0 (controle);
0,1; 1,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0; 80,0 € 100,0 mg GLI/L
foram preparadas diariamente. Para cada concentracdo usada foram
testados 24 peixes, sendo 8 peixes por ensaio realizado em triplicata. A
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mortalidade foi registrada em 12, 24, 48, 72 e 96 h ap6s o inicio do
teste, para a determinacdo da concentracdo que matou 50% dos peixes
até 96 h (Clspgs n). A morte dos peixes foi considerada quando 0s
movimentos operculares cessaram, e apos a constatacdo desta, 0s peixes
foram contados e removidos do aquario imediatamente. Os registros da
sobrevivéncia foram utilizados para a determinacéo da porcentagem de
sobrevivéncia a cada 24 h. O valor da CLsg g1 € 0S Seus correspondentes
limites de confianca de 95% foram calculados usando o programa US
EPA Probit 1,5 versdo gratuita (US EPA, 1992).

Figura 4: Desenho experimental do teste de toxicidade aguda ao HBG em
peixe-zebra. Os peixes foram expostos ao HBG por um periodo de 96 h. As
concentrag@es de 0,0; 0,1; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0; 80,0 e 100,0
mg GLI/L foram testadas. As renovagdes do HBG foram realizadas a cada 24 h.

Teste de toxicidade aguda

Oh 24h 48h f2h 96 h

Peixe-zebra
Danio rerio Inicio da
exposicéo Renovagao do HBG
ao HBG

3.4 TESTES DE TOXICIDADE DO HBG IN VIVO

Para avaliar os efeitos subletais do HBG sobre o encéfalo de
peixe-zebra, os peixes foram divididos aleatoriamente em 4 grupos,
expostos as concentragdes de 0,065 mg GLI/L (~ 0,12% CLspgs 1), 1,0
mg GLI/L (~ 2,0% CLsp,gs 1), 10,0 mg GLI/L (~ 20,0% CLs s 1); € 0,0
mg GLI/L (grupo controle). A menor concentracdo de GLI testada segue
a determinagdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA\/Brasil, que estabelece a concentracdo de 0,065 mg/L de GLI
como a maxima permitida em aguas interiores brasileiras (CONAMA,
2005). As concentracdes de 1,0 e 10,0 mg GLI/L do HBG foram
referenciadas em estudos prévios de toxicidade do GLI e/ou HBG em
peixes (MODESTO; MARTINEZ, 2010; SULUKAN et al., 2017;
UREN WEBSTER et al., 2014). Os tempos de exposi¢do escolhidos
foram de 7 e 15 dias com base nos valores estimados de meia-vida do
herbicida em agua, que corresponde a um periodo de 14 dias (GIESY;
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DOBSON, 2000). Durante os periodos de exposi¢cdo, as concentracdes
do herbicida foram totalmente renovadas nos aquarios a cada 4 dias a
contar do inicio dos experimentos, com objetivo de manter as
concentragOes testadas (Figura 5). Apds o periodo de experimentacéo, a
agua dos aquarios contendo o HBG foi armazenada em recipiente
apropriado para descarte e coletada pelo Setor de Gestdo de Residuos da
UFSC.

Este desenho experimental foi usado para a realizacao dos testes
de viabilidade celular, atividade enzimética e niveis de transcritos para
as enzimas chave dos complexos I, Il e IV da CTE, avaliagdo do
potencial de membrana mitocondrial, quantificacido de ER,
quantificacdo do consumo de oxigénio mitocondrial, teste de
fragmentacdo do DNA, identificacdo de morte celular pelo método de
TUNEL e identificacdo de micronucleos.

Figura 5: Desenho experimental dos testes realizados in vivo ap6s 7 e 15 dias
de exposi¢do ao HBG em peixe-zebra. As concentrages de 0,065; 1,0 e 10,0
mg GLI/L foram testadas. As renovagbes do HBG foram realizadas a cada 4
dias.

Desenho experimental in vivo

Dia0 Dia4 Dia? Dia8 Dia12 Dia 13

Peixe-zebra
Danio reric

Inicio da Renovacao Renovacao
exposigéo do HBG do HBG
ao HBG
Testes 7 dias Testes 15 dias
de exposicao de exposicao

3.5 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR NO ENCEFALO IN
VITRO E IN VIVO

O teste do MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5

difeniltetrazélio) foi utilizado para avaliar os efeitos do GLI puro e do
HBG sobre a viabilidade celular no encéfalo total in vitro, apds 3 h de
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incubacdo, assim como in vivo apoOs a exposicdo ao HBG por 7 e 15
dias, seguindo a metodologia proposta por MOSMANN (1983).

Os peixes foram eutanasiados por decapitacdo (CONCEA, 2013)
e os encéfalos foram dissecados, pesados e imediatamente mantidos em
1 mL de tamp&o Krebs gelado (NaCl 122,0 mM, KCI 3,0 mM, MgSO,
1,2 mM, KH,PO,4 0,4 mM, NaHCO3 25,0 mM, glicose 10,0 mM e CaCl,
1,3 mM, pH 7,4), saturado com 95% de O, e 5% de CO,, em placas de
24 pocos (OLIVEIRA et al., 2002). Para o teste in vitro as amostras
foram incubadas por 3 h em diferentes concentracdes de GLI puro e de
concentracGes equivalentes de GLI no HBG diluidos em tampéo Krebs e
mantidas a 27°C (Quadro 1; Figura 6). Apos o periodo de incubagdo, as
amostras foram lavadas com tampéo Krebs e incubadas com o MTT (0,5
mg/mL, Sigma Aldrich) em placas de 96 pogos por 20 min a 27°C. Para
cada concentragdo usada foram testados 6 peixes, sendo 3 peixes por
ensaio independente realizados em duplicata.

Quadro 1: Concentrag8es de GLI puro e GLI no HBG usadas no teste in vitro e
concentragdes de GLI no HBG usadas nos testes in vivo.

Concentracdes Testes
In vitro In vivo
mg/L Molaridade GLI puro HBG HBG
0,0 0,0 X X X
0,065 0,38 uM X X X
1,0 6,0 uM X X X
10,0 60,0 uM X X X
160,0 1,0 mM X X
1,6 x 10° 10,0 mM X X
4,0x10° 25,0 mM X X
8,0 x 10° 50,0 mM X X

Para os testes in vivo, ap6s o periodo de exposicdo as
concentragBes do HBG (Quadro 1) por 7 dias e 15 dias, os encéfalos
foram rapidamente dissecados, pesados e mantidos em 1 mL de tampéo
Krebs gelado. O MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado e as amostras foram
incubadas por 20 min a 27°C. Para cada concentracdo usada foram
testados 8 peixes, sendo 4 peixes por ensaio independente realizados em
duplicata.

Apds, ambas as amostras dos testes in vitro e in vivo foram
lavadas em tampdo Krebs para remocdo do MTT néo reduzido e 200,0
pL de dimetilsulfoxido (DMSO, Nuclear) foi adicionado para solubilizar
os cristais de formazan, por 30 min em agitacdo. Entéo, duplicatas de
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100,0 pL do formazan solubilizado em DMSO, de cada amostra, foram
colocados em placas de 96 pocos e analisados por espectrofotometria a
570 nm (Multileitora Infinite M200 Tecan; Laboratdério Multiusuério de
Estudos em Biologia - LAMEB/CCB/UFSC). Como controles positivos
foram usados no teste in vitro a rotenona 100,0 uM (inibidora do
complexo ) e a azida sodica 50,0 mM (inibidora do complexo 1V) e nos
testes in vivo a azida sodica 50,0 mM. Os resultados foram calculados
como densidade oOptica x 1000/mg de proteina e expressos em
porcentagem dos controles. A concentragdo proteica foi determinada
pelo método de LOWRY et al. (1951) usando albumina sérica bovina
(Sigma-Aldrich) como padréo.

Figura 6: Desenho experimental do teste de viabilidade celular in vitro no
encéfalo de peixe-zebra. O tempo de incubagdo foi de 3 h com diferentes
concentragGes de GLI puro e de HBG.
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3.6 MENSURACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DOS
COMPLEXOS I, II E IV DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

A mensuracdo da atividade enzimatica dos complexos I, 1l e IV
foi realizada em homogenatos de encéfalos de peixes apds exposicao ao
HBG, por 7 e 15 dias. A cinética enzimatica foi avaliada por 5 min em
espectrofotbmetro (Multileitora Infinite M200 Tecan, LAMEB), a 37°C
e calculada como nmol. min™*. mg de proteina™.

Os encéfalos foram rapidamente dissecados e homogeneizados
em 10 volumes de tampédo fosfato de potassio (TFK) 5,0 mM, contendo
sacarose 300,0 mM, MOPS (acido 3-[N-morfolino]-propanosulfénico)
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5,0 mM, EGTA (ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-
tetraacetic acid) 1,0 mM, albumina sérica bovina a 0,1%, pH 7.4.
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g por 10
min a 4°C e o sobrenadante foi congelado a -80°C. Uma aliquota do
sobrenadante foi usada para a determinacdo da concentragdo proteica
pelo método de LOWRY et al. (1951). Foram usados 4 encéfalos por
amostra (n = 12 amostras por grupo, sendo 6 amostras por ensaio
realizado em duplicata).

A atividade do complexo | foi mensurada através da reducéo do
ferricianeto dependente de P — nicotinamida adenina dinucleotidio
reduzido (NADH) em um comprimento de onda de 420 nm, como
descrito por CASSINA e RADI (1996) e modificado por LATINI et al.,
(2005). Para tal, os sobrenadantes foram descongelados e recongelados
por 3 vezes para 0 rompimento da membrana interna mitocondrial.
Primeiramente, em uma placa de 96 pocos foi adicionado em cada pogo
TFK 100,0 mM, pH 7,4, seguido por 10,0 pL de ferricianeto de
potassio (K3Fe(CN)6) 10,0 mM e 2,0 puL de rotenona 4,0 mM. Apos, foi
acrescentada a amostra na concentracdo de 0,1 mg/mL de proteina, e
somente no momento da leitura, foi adicionada a NADH na
concentracdo de 0,2 mM no meio para um volume final de 200,0 pL.

A atividade do complexo Il foi mensurada através da oxidagao do
2,6- dinitrofenolindofenol (DCIP) lido a 600 nm, de acordo com
FISCHER et al. (1985) e modificado por LATINI et al. (2005).
Inicialmente, em uma placa de 96 pogos foi adicionado TFK 62,5 mM,
pH 7,4, 8,0 uL de succinato de sodio 200,0 mM, a amostra na
concentracdo de 0,1 mg/mL de proteina, e a placa foi incubada a 37°C
por 20 min. Apos, foi adicionado 2,0 pL de rotenona 4,0 mM, 5,0 L de
azida sodica 100,0 mM, e somente no momento da leitura, foi
adicionado 10,0 pL de DCIP 0,5 mM para um volume final de 200,0
ML.

O complexo IV foi determinado pela mensuracdo da oxidacdo do
citocromo ¢ lido a 550 nm (RUSTIN et al., 1994 e modificado por
LATINI et al., 2005). Foram usados tampdo Tris-HCI 200,0 mM, pH
7,4, Triton X-100 a 0,1% e citocromo ¢ 30,0 uM para um volume final
de 200,0 pL. Em uma placa de 96 pocos foi adicionado Tris-HCI 200,0
mM, pH 7,4, 2,0 uL de Triton X-100 a 0,1% e somente no momento da
leitura foi adicionado o citocromo ¢ 30,0 uM, para um volume final de
200,0 pL.
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3.7 QEJANTIFICACAO DOS NIVEIS DE TRANSCRITOS POR
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE VIA TRANSCRIPTASE
REVERSA EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

Para avaliar os niveis de transcritos dos genes ndufa6, sdhc e
cox1 que codificam proteinas constituintes dos complexos I, Il e IV da
cadeia respiratoria mitocondrial, respectivamente, assim como dos genes
nrfl e tfam, que codificam proteinas envolvidas na biogénese
mitocondrial, foi realizada a RT-qPCR em amostras de encéfalo de
peixes-zebra apos a exposicdo ao HBG por 7 dias.

Para isto, foi avaliada a estabilidade da expressdo de 6 genes (5-
act, rpl8, gapdh, b2m, hprtl, efla) e do elemento repetitivo (hatn10)
como normalizadores nas analises de transcritos por RT-gPCR em
peixes-zebra expostos a diferentes concentragdes do HBG (0,065; 0,65 e
6,5 mg GLI/L).

Iniciadores do gene para a catalase (cat) foram usados como gene
alvo para avaliar o desempenho da normalizacdo dos genes de referéncia
e do elemento repetitivo analisados por RT-qPCR. O gene cat foi
escolhido com base na literatura, pois ha indicagdo de alteragdes no
conteddo de transcritos, bem como na atividade enzimatica da catalase,
apés exposicdo ao GLI e/ou HBG em peixes (MODESTO;
MARTINEZ, 2010; UREN WEBSTER et al., 2014; MOTTIER et al.,
2015; TOPAL et al., 2015; MURUSSI et al., 2016; JARAMILLO et al.,
2017).

3.7.1 Extracdo de RNA

Foram usados 2 encéfalos por amostra (n = 3 amostras por
grupo), os quais foram rapidamente dissecados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1 mL do
reagente Trizol (Sigma), de acordo com as instruc@es do fabricante, para
a extracdo do RNA total. Apds, as amostras foram tratadas com Dnase |
(Thermo Scientific, 1U/uL) a 37°C por 30 min e a integridade do RNA
foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% com GelRed
1:500 (Biotium). A quantificacdo de RNA total foi determinada por
espectrofotometria (Nano espectrofotbmetro B10-5000-Bl/Kasuaki;
Laboratoratério de Neuroquimica I/UFSC), e as amostras com razfes de
absorbancia de 260/280 e 260/230 > 1,8 foram selecionadas e usadas na
sintese de DNA complementar (cDNA).
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3.7.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA foi usado 1pug de RNA total das amostras
de encéfalo (n = 3 amostras por grupo) e o kit GoScript™ Reverse
Transcriptase (Promega). Para a reacdo de transcricdo reversa foi usado
0,5 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (ANTP), mistura de 0,25 pg
de iniciador Oligo(dT)15 e 0,25 pg de random hexamer, MgCl, 2,5 mM,
inibidor de ribonuclease (20 unidades) e transcriptase reversa (160 U).
Primeiramente, Oligo(dT)15 e random hexamer foram adicionados as
amostras de RNA, incubadas por 70°C por 5 min e imediatamente
colocadas em gelo por 5min. Apds, foi adicionada a mistura com os
demais componentes. As reacGes foram incubadas a 25°C por 5 min, a
42°C por 60 min e a 70°C durante 15 min (Termociclador, MyCycler
Thermal Cycler/Bio Rad; Laboratério de Neurogenética do
Desenvolvimento/UFSC).

3.7.3 Desenho de iniciadores

Os iniciadores dos 6 genes de referéncia e do elemento repetitivo
estdo referenciados em estudos de avaliacdo e validacdo de genes de
referéncia em peixe-zebra (Quadro 2). Para analisar os niveis de
transcritos dos genes ndufa6, sdhc, coxl, nrfl e tfam, os iniciadores
especificos foram desenhados utilizando o programa Oligo explorer
(Quadro 3).
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Quadro 2: Sequéncia de iniciadores utilizados na reacdo de RT-qPCR para as

andlises dos transcritos dos genes de referéncia e elemento repetitivo.

Gene

Simbolo Nome

Sequéncia de
iniciadores
& -3)

Produto
amplificado
(pb)

Eficiéncia

Referéncia

cat Catalase

Senso:
AGTTCCCTCTGA
TTCCTGTG
Anti-senso:
ATGGCGATGTGT
GTCTGG

173

1,90

UrenWebster
etal., 2014

Pact Actin,beta 1

Senso:
CGAGCTGTCTTC
CCATCCA
Anti-senso:
TCACCAACGTAG
CTGTCTTTCTG

86

1,92

Lang et al.,
2016

gapdh Gliceraldehyde-
3-phosphate

dehydrogenase

Senso:
CGCTGGCATCTC
CCTCAA
Anti-senso:
TCAGCAACACGA
TGGCTGTAG

84

Lang et al.,
2016

efla Eukaryotic
translation
elongation

factor 1 alpha

Senso:
TACAAATGCGGT
GGAATCGAC
Anti-senso:
GTCAGCCTGAGA
AGTACCAGT

246

Langetal.,
2016

b2m Beta-2-
microglobulin

Senso:
TCTCCATTGAAC
TGCTGAAG
Anti-senso:
ACGCTGCAGGTA
TATTCATC

142

Vanhauwaert
etal., 2014

rpl8 Ribosomal
protein L8

Senso:
CCGAGACCAAGA
AATCCAGAG
Anti-senso:
CCAGCAACAACA
CCAACAAC

91

UrenWebster
etal., 2014

hprtl Hypoxanthine
phosphoribosylt

ransferase 1

Senso:
GAGGAGCGTTGG
ATACAGA
Anti-senso:
CTCGTTGTAGTC
AAGTGCAT

85

191

Vanhauwaert
etal., 2014

hatn10 Expressed
repetitive
elements,

reference target

Senso:
TGAAGACAGCAG
AAGTCAATG
Anti-senso:
CAGTAAACATGT
CAGGCTAAATAA

56

Vanhauwaert
etal., 2014

pb = pares de bases

27




Quadro 3: Sequéncia de iniciadores utilizados na reacdo de RT-qPCR para as
andlises dos transcritos dos genes que codificam para proteinas presentes na
CTE mitocondrial e envolvidos na biogénese mitocondrial.

Gene Sequéncia de iniciadores Produto Eficiéncia
Simbolo Nome 5-3) amplificado
(pb)
NADH Senso:
ndufa6 dehydrogenase AGGTGTGGAAGCAGAGGA 83 1,94
(ubiquinone) 1 Anti-senso:
alpha subcomplex ~ GAATTTGGAGAGGAAGTCAGC
6
Succinate Senso:
sdhc dehydrogenase AGAGGAACAGGCATAGCAC 64 1,94
complex, subunit Anti-senso:
C, integral GTAACACCAACGCAGCAAG
membrane
Senso:
coxl Cytochrome ¢ TGAACTTAGCCAACCAGGAG 205 1,94
oxidase I, Anti-senso:
mitochondrial GGGTGGAAGAAGTCAGAAGC
Senso:
nrfl Nuclear CGACATTAGCAGAAGCGACT 122 1,96
respiratory factor Anti-senso:
1 GACTGGAATTTGGACGAGAC
Senso:
tfam Transcription GCTAATCTGCTGGTCAAGTC 132 1,95
fator A, Anti-senso:
mitochondrial GTATGCTGTCAGGGGTCTC

pb = pares de bases
3.7.4 Avaliacdo de genes de referéncia por RT-gPCR

A estabilidade dos genes de referéncia foi determinada utilizando
RT-gPCR e a plataforma RefFinder que integra os principais programas
computacionais (geNorm, Normfinder, BestKeeper, e 0 método Ct
delta). Primeiramente, a eficiéncia de cada candidato a gene de
referéncia foi testada por RT-gPCR usando uma série de diluicdes (1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64) a partir do cDNA das amostras de encéfalo. As
reacdes de qPCR foram realizadas com o kit GoTaq Mix gPCR Master
(Promega) e o equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems; LAMEB/UFSC). As reacfes gPCR consistiram de
50 pL GoTag Master Mix 2X, 0,3 uM de iniciador, 0,1 pL CXR
Reference Dye, 1,0 uL de cDNA diluido (1/10) e &gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC), num volume total de 10,0 pL. As condicdes
dos ciclos de gPCR foram as seguintes: desnaturagdo a 95°C durante 10
min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15 seg,
anelamento e extensdo a 60°C durante 1 min. No final dos ciclos, os
produtos de gPCR foram submetidos a uma curva de melting (95°C
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durante 15 seg, 60°C durante 30 seg e 95°C durante 30 seg). Todas as
amostras de cDNA foram corridas em duplicata técnica e o controle
negativo de cada gene (sem adicdo de amostra) foi incluido em cada
placa de qPCR para determinar a auséncia de contaminag&o.

As eficiéncias foram calculadas utilizando a equacdo E = 10°
Uslope) (pEAFFL, 2001; RASMUSSEN, 2001) e os valores de eficiéncias
de amplificacdo de 1,9 - 2,1 foram considerados aceitiveis para cada
gene de referéncia. A especificidade dos iniciadores foi avaliada por
andlise da curva de melting e pela eletroforese em gel de agarose a 1,5%
dos produtos de amplificagdo de RT-gPCR visualizados com GelRed
(Biotium). Os valores de Cq foram usados para as analises pela
plataforma RefFinder.

Os ciclos da reagdo de RT-gPCR foram realizados de acordo com
o método descrito acima. O AACq foi calculado para cada amostra, ¢ a
expressdo génica relativa determinada pela formula 2*“% (LIVACK;
SCHMITTGEN, 2001), utilizando os genes de referéncia ou
combinacdes de genes entre os genes avaliados.

3.7.5 Andlise dos transcritos dos genes ndufa6, sdhc, coxl, nrfl e
tfam por RT-qPCR

Para analisar os transcritos dos genes envolvidos na cadeia
transportadora de elétrons e na biogénese mitocondrial, foi utilizado o
cDNA diluido (1/10) das amostras de encéfalo de peixes-zebra apds
exposicdo as diferentes concentracdes do HBG apés 7 dias. A
especificidade dos iniciadores, a eficiéncia da amplificacdo, e o RT-
gPCR foram realizados conforme descrito no item 3.7.4. O controle
negativo de cada gene foi incluido em cada placa de gPCR para
determinar a auséncia de contaminagao. O AACq foi calculado para cada
amostra, e a expressdo génica relativa determinada pela formula 244
(LIVACK; SCHMITTGEN, 2001).

38 AVALIACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (Aym)

A sonda JC-1 (5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3°-
tetraethylbenzimidazolyl carbocyanine iodide, ThermoFisher Scientific)
foi utilizada para a avaliacdo de alteragcdes do Aym, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Quando administrada a células vivas, JC-1
acumula na mitocondria onde emite fluorescéncia vermelha ou verde,
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dependendo do potencial de membrana mitocondrial (REERS; SMITH;
CHEN, 1991).

Apbds o periodo de exposicdo ao HBG, as amostras de encéfalo
foram dissecadas e homogeneizadas em 250,0 pL de tampdo BSS (do
inglés balanced salt solution) [NaCl 136,0 mM, KCI 5,4 mM, MgCl,
1,4 mM, NaH,PO, 1,0 mM, CaCl, 1,2 mM, HEPES 10,0 mM (acido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazin etanolsulfénico), glicose 9,0 mM, pH 7,4]
para a obtencdo das células de acordo com TRENTIN et al. (2003), com
pequenas modificagcBes. Apds 3 min da homogeneizagdo, 100,0 puL do
sobrenadante com as células foi coletado e tratado com JC-1 (2,0 uM,
concentracao final) a 27°C por 20 min ao abrigo da luz. Entdo as células
foram centrifugadas a 1,000 x g, por 2 min, e o precipitado foi suspenso
em 220,0 pL de BSS e 100,0 uL de cada amostra foi adicionado em
placas de 96 pocos, em duplicatas, e analisadas por espectrometria
(Spectramax Paradigm; pico de excitacdo de 488 nm e picos de emissdo
de 529 nm e 590 nm, verde e vermelho, respectivamente). A taxa de
fluorescéncia vermelha/verde foi calculada e expressa como
porcentagem do controle. Como controle da reagéo foi usado o disruptor
do potencial de membrana mitocondrial CCCP (cianeto carbonil m-
clorofenil-hidrazona), o qual foi adicionado as células antes do
tratamento com JC-1, na concentracédo final de 50,0 uM a 27°C por 5
min. Uma aliquota de 20,0 pL do controle positive foi reservada em um
microtubo e o marcador nuclear fluorescente DAPI (4'-6-diamidino-2-
fenilindol) foi adicionado, por 5 min. Apds, as células foram
visualizadas em uma lamina ao microscopio de fluorescéncia (aumento
de 100 X; Microscope Olympus BX41, LAMEB). Para cada
concentracdo usada foram testados 10 - 12 peixes, sendo 5 - 6 peixes por
ensaio realizado em duplicata.

3.9 QUANTIFICAGAO DE ESPECIES REATIVAS (ER)

A quantificacdo de ER foi realizada usando a sonda DCFDA
(2°,7’-diclorofluoresceina diacetato, Sigma-Aldrich). DCFDA é uma
sonda nao-fluorescente e permeavel as células. DCFDA é convertido
intracelularmente a DCF (2°,7’-diclorofluoresceina), o qual é altamente
fluorescente quando oxidado. O protocolo foi realizado conforme as
instrucdes do fabricante (Sigma-Aldrich).

Apbds o periodo de exposicdo ao HBG, as amostras de encéfalo
foram dissecadas e homogeneizadas em BSS de acordo com
VANDRESEN-FILHO et al. (2015). As células foram tratadas com
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DCFDA 10,0 puM (concentracéo final) a 27°C por 30 min ao abrigo da
luz. Entdo, as células foram centrifugadas a 1,000 x g por 2 min, o
precipitado foi suspenso em 220,0 pL de BSS, e 100,0 pL de cada
amostra foi adicionado em placas de 96 pogos, em duplicatas técnicas.
Uma aliquota de 20,0 pL de cada amostra foi reservada para a
quantificacdo do contetudo proteico. A formagdo de DCF oxidado foi
avaliada por espectrometria, com pico de excitacdo de 488 nm e pico de
emissdo de 525 nm. Para cada concentracdo usada foram testados 10
peixes, sendo 5 peixes por ensaio realizado em duplicata. As
quantificacbes foram corrigidas pelo conteido de proteina e expressas
como porcentagens do controle. A concentragdo proteica foi
determinada pelo método de LOWRY et al. (1951) usando albumina
sérica bovina (Sigma-Aldrich) como padréo.

3.10 QUANTIFICACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO
MITOCONDRIAL

Para testar os efeitos do HBG ap6ds 7 dias de exposi¢do sobre o
consumo de oxigénio mitocondrial nas amostras de encéfalo, foi
realizada a analise da respiragdo mitocondrial em um oxigrafo de alta
resolucdo (Oxygraph-2k Oroboros® Instruments, Laboratério de
Bioenergética e Estresse Oxidativo/LABOX/UFSC), a 28°C, em
camaras contendo 2 mL, de acordo com HIOLSKI et al. (2014).

Foram usados 2 encéfalos por amostra homogeneizados em 10
volumes de tampdo fosfato de potassio 5,0 mM, contendo sacarose
300,0 mM, MOPS 5,0 mM, EGTA 1,0 mM e albumina sérica bovina
0,1%, pH 7,4, e imediatamente adicionados nas caAmaras do oxigrafo.
Para cada grupo avaliado foram usados 14 peixes, sendo 2 encéfalos por
amostra, em 7 ensaios independentes. Este teste consistiu da inibicdo de
alvos da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, através da
adicdo de compostos inibidores e desacopladores, e avaliacdo do
impacto sobre o consumo de oxigénio mitocondrial. Os compostos
oligomicina, FCCP (carbonil cianeto trifluoro-metoxi fenilhidrazona),
antimicina-A e rotenona foram sucessivamente injetados nas cdmaras do
oxigrafo. Os parametros avaliados foram:

(i) a respiracdo basal, mensurada através do consumo de oxigénio
sem a adi¢do de substratos ou inibidores da respiracéo;

(ii) a eficiéncia na sintese de ATP, representada pelo consumo de
oxigénio ocasionado pela transferéncia de elétrons através da cadeia
respiratoria e calculada, apds a adicdo de oligomicina no meio, pela
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diferenca entre o consumo de oxigénio durante a respiracdo basal e o
estado IV da respiracdo mitocondrial. O estado IV da respiracdo
mitocondrial estd representado pelo consumo de oxigénio ocasionado
pela transferéncia de elétrons através da cadeia respiratoria durante a
inibicdo da sintese de ATP (NELSON; COX, 2014);

(iii) a respiragdo méaxima, representada pelo consumo de oxigénio
observado apds a adicdo do desacoplador mitocondrial FCCP. Este
composto desacopla a transferéncia de elétrons da fosforilacdo oxidativa
por dissipar os prdétons que formam o gradiente eletroquimico através da
membrana mitocondrial (NELSON; COX, 2014). Este parametro indica
a capacidade méxima mitocondrial em transferir elétrons (GNAIGER,
2001);

(iv) o consumo de oxigénio residual ou extramitocondrial,
indicado pelo consumo de oxigénio ndo proveniente da respiracao
mitocondrial, observado ap6s a adigdo de rotenona, que inibe o
complexo I, e antimicina-A, inibidor do complexo Il da cadeia
respiratéria (Figura 7).

As concentracdes finais dos compostos nas camaras foram: 1,0
1M de oligomicina, 5,0 uM de FCCP e 1,0 uM de rotenona + 1,0 uM de
antimicina A. Os dados de concentragdo e fluxo de oxigénio foram
coletados por meio do programa DatLab 4.3 (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria).
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Figura 7: Gréafico representativo das curvas de consumo de oxigénio e
parametros avaliados por respirometria de alta resolucéo (GLASER, 2014).
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3.11 TESTE DE GENOTOXICIDADE DO HBG

Para os testes de genotoxicidade foram usadas amostras de
encéfalo, branquias e sangue apds a exposicdo as concentragdes de
0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L do HBG . O teste de fragmentacdo do DNA
foi realizado ap6s 7 e 15 dias de exposi¢do no encéfalo e nas branquias;
0 método de TUNEL foi realizado apds 7 dias de exposicdo e 0 teste do
micronucleo foi realizado apés 15 dias de exposi¢do ao HBG.

3.11.1 Fragmentacdo do DNA

O teste de fragmentacdo do DNA foi utilizado para caracterizar a
integridade estrutural do DNA, nas branquias e no encéfalo, apds a
exposicdo ao HBG por 7 e 15 dias. A extracdo do DNA nos tecidos foi
realizada seguindo a metodologia proposta por HOFSTETTER et al.
(1997).

Apbs a eutandsia, as branquias e o encéfalo foram rapidamente
dissecados e congelados em nitrogénio liquido. Apo6s, os tecidos foram
descongelados e homogeneizados em um volume de 0,5 mL de tampéo
TKM contendo Tris 10,0 mM, KCI 10,0 mM, EDTA 2,0 mM, MgCl,
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4,0 mM, pH 7,6. Para cada concentracdo usada foram testados 6 peixes,
sendo 3 peixes por ensaio realizado em duplicatas independentes. Para
as branquias foram utilizados 1,0 mL do tampdo TKM. Ap6s a
homogeneizagdo, foram adicionados 0,5 mL do tampdo TKM contendo
Triton X-100 a 2,5% e as amostras foram centrifugadas a 12,000 x g,
por 4 min, a temperatura ambiente. O precipitado foi suspenso em 0,3
mL de tampdo TKM contendo SDS (dodecil sulfato de s6dio) a 0,75% e
incubado a 55°C por 5 min. Apds, foi adicionado 0,13 mL de NaCl 6,0
M e centrifugado a 12,000 x g por 5 min. O sobrenadante contendo o
DNA foi precipitado usando 0,7 mL de etanol absoluto gelado e
centrifugado a 12,000 x g por 5 min. O precipitado foi ressuspenso em
0,7 mL de etanol 70% gelado e centrifugado a 12,000 x g por 5 min. O
precipitado foi secado e ressuspenso em 0,1 mL de &gua livre de
DNAse.

As concentracbes e pureza do DNA das amostras foram
determinadas por espectrofotometria (Nano espectrofotdmetro BIO-
5000-Bl/Kasuaki; Laboratério Neuroguimica I/UFSC), utilizando as
razdes de densidade Optica de 260/280 e 260/230 > 1,8. A integridade e
fragmentacdo do DNA foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,8% (Kasvi) utilizando um marcador de peso molecular de
DNA (100 pb, Promega). A concentracdo de 1,0 pug/pL de DNA de cada
amostra foi adicionada nos pogos do gel de agarose contendo GelRed
(1:500, Biotium). Os géis foram visualizados e fotodocumentados
utilizando o  Fotodocumentador ChemiDoc MP  (Bio-Rad;
LAMEB/UFSC). Foram consideradas amostras com fragmentagdo de
DNA quando as bandas de DNA com tamanhos de 180, 360, 540 e 720
pares de bases (pb) foram visualizadas no gel de agarose
(ARUSCAVAGE; HELLWIG; BASS, 2010; MATASSQV et al., 2004).
O DNA integro e as bandas de interesse foram quantificadas e expressas
por densidade 6ptica usando o programa Imagel). Os dados foram
apresentados pela média de densidade Optica + erro padrdo da média
(EPM).

3.11.2 Marcacao pelo método de TUNEL

A avaliacdo da ocorréncia e localizacdo de células apoptdticas em
seccOes sagitais das amostras de encéfalo, apds a exposicdo ao HBG por
7 dias, foi realizada utilizando-se o kit DeadEnd™ Fluorometric
TUNEL System (Promega), de acordo com as recomenda¢bes do
fabricante.
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Apds o periodo de exposicdo, os encéfalos foram fixados em
solucdo de Bouin, composta por uma mistura de 30 volumes de acido
picrico, 10 volumes de formol a 40% e 2 volumes de &cido acético.
Posteriormente ao periodo de 12 h de fixacéo, a solugdo de Bouin foi
removida através de lavagens sucessivas em etanol a 70% por 4 a 6 h
cada. O material depois de fixado e devidamente lavado foi conservado
em etanol a 70%.

Para a inclusdo em parafina, foi realizada a desidratacdo em série
crescente de etanol (70% - 100%) por 1h em cada concentracdo e a
diafanizagdo em dois banhos de xilol puro, por 5 min cada, ou até que a
peca estivesse translicida. Apds, foram realizados trés banhos em
parafina a 60°C de 1 h cada, sendo os encéfalos orientados para
realizacdo de seccBes sagitais (6,0 um de espessura) em micrétomo
rotativo Olympus CUT 2020A. As sec¢Oes foram dispostas em laminas
histoldgicas preparadas com gelatina a 0,5%, de modo que cada Iamina
fosse montada com secgfes dos grupos controle e tratados (0,065; 1,0 e
10,0 mg GLI/L), destinadas as analises pelo método de TUNEL.

Para a realizacdo do método de TUNEL, as seccdes foram
desparafinizadas em xilol puro e re-hidratadas em série decrescente de
etanol (100% - 70%). Para conservacdo do tecido, as secgfes foram
embebidas em solugdo de NaCl a 0,85% por 5 min. A permeabilizacédo
das membranas celulares foi realizada através de um banho de 5 min de
tampéo fosfato salina (PBS) a 0,1 M, pH 7,4, e por um banho de 30 seg
de proteinase K diluida em tampdo Tris 10,0 mM, pH 8,0 (1:1000).
Apds, as secgdes foram imersas por 5 min em PBS e fixados em
formaldeido a 4%. Para reacdo de equilibrio, as sec¢des foram banhadas
em tampdo de equilibrio 5 min e incubadas com a enzima de marcacéo
(TdTreaction mix — Equilibrate Buffer Nucleotide Mix + rTdTEnzyme) a
37°C em camara Umida por 60 min, cobertos por parafilme. Para
terminar a reacdo de marcagdo, foi utilizada uma solucdo de NaCl e
citrato de sddio diluida em agua ultrapura por 15 min, seguido de um
banho em PBS 0,1 M, pH 7,4, por 5 min. As células apoptéticas foram
identificadas pela fluorescéncia verde a 520 nm. Para cada concentracdo
usada foram testados 3 peixes, sendo analisadas 4 seccGes de cada peixe.
As micrografias foram obtidas no microscépio invertido Olympus 1X83
e Digitalizador de I&minas AXIO SCAN (aumentos de 40 X e 25 X,
respectivamente; LAMEB) das seguintes regifes neuroanatdémicas:
telencéfalo, tectum optico, talamo, hipotalamo, cerebelo, bulbo
encefalico e medula espinhal. A localizacdo e quantificacdo das células
marcadas pela técnica de TUNEL foram realizadas através do método
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estereoldgico utilizando-se a graticula de Weibel (FREERE; WEIBEL,
1967).

3.11.3 Identificac@o de micronucleos

A identificacdo de micronlcleos foi realizada em eritrdcitos de
peixe-zebra ap6s exposi¢do ao HBG por 15 dias.

Os microndcleos se formam espontaneamente pela extrusdo de
cromossomos inteiros ou seus fragmentos durante a divisdo celular,
sendo que o aumento na sua frequéncia é usado para monitorar 0
potencial genotdxico de agentes tdxicos ambientais. O teste foi realizado
pela contagem de eritrdcitos com presenca de micronucleos de peixes
previamente expostos de acordo com HOOFTMAN e RAAT (1982).
Para tal, 0 sangue dos peixes foi coletado apds a eutanasia e realizado o
esfregaco deste em laminas de vidro. ApGs secar por 12 h & temperatura
ambiente, as laminas foram fixadas em metanol por 10 min e em
seguida coradas em Giemsa 5%, por 25 min. As laminas foram lavadas
em &gua destilada por 3 vezes e secadas a temperatura ambiente. A
observacdo da frequiéncia de micronucleos nos eritrdcitos foi realizada
ao microscopio de luz Olympus CBA (100X), sendo analisadas 1.500
células por peixe (n = 6 peixes por grupo).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). Os dados foram analisados utilizando a andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Dunnett’s. O teste t de Student foi realizado quando apropriado.
Diferencas entre os grupos foram considerados significativas quando P
< 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa
Statistica® versdo 13.0 para Windows. Os gréaficos foram construidos
utilizando-se o software GraphPad Prism 7®.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA EXPOSICAO IN VITRO AO GLI PURO E AO HBG
SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

O teste in vitro foi realizado a fim de reconhecer os efeitos do
GLI puro e HBG sobre a viabilidade celular no encéfalo de peixe-zebra.
Assim, apds 3 h de incubacdo com o GLI puro, a diminui¢do
significativa da viabilidade celular ocorreu a partir da concentracdo de
4,0x10° mg/L (25,0 mM) (Fusgs) = 16,36; P = 0,0001), enquanto a
incubagéo com o HBG induziu a diminuicdo significativa a partir de
1,6x10° mg GLI/L (10,0 mM) (P = 0,0027). As concentracfes de 0,065
mg GLI/L (0,38 uM; P =0,99 e P = 0,99); 1,0 mg GLI/L (6,0 pM; P =
0,99 e P=0,99); 10,0 mg GLI/L (60,0 uM; P =0,67 e P =0,98) e 160,0
mg GLI/L (1,0 mM; P = 0,92 e P = 0,47) de GLI e de GLI contido no
HBG ndo induziram a reducdo da viabilidade celular, respectivamente
(Figura 8). A concentracdo de 1,6x10° mg/L de GLI também nio
induziu a redugéo da viabilidade celular (P = 0,60). O tratamento com o
HBG apresentou um maior potencial citotoxico quando comparado ao
GLI puro, uma vez que induziu a diminuigdo da viabilidade celular a
partir da concentracéo de 1,6x10° mg GLI/L (10,0 mM).
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Figura 8: Efeito do tratamento in vitro com diferentes concentragcdes de GLI
puro e do HBG apds 3 h de incubacédo sobre a viabilidade celular no encéfalo de
peixe-zebra. Foram usados como controles positivos a rotenona 100,0 uM e a
azida sodica 50,0 mM. Os resultados estdo apresentados como porcentagens em
relacdo ao controle. As barras representam a média + EPM. P < 0,05, P <
0,01 e P < 0,001 comparados ao controle (n = 6 peixes por grupo).
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Uma vez que o tratamento com o HBG apresentou um maior
potencial citotéxico, quando comparado ao tratamento com o GLI puro,
e que apresenta maior relevancia por ser usado no meio ambiente, este
foi selecionado para os demais ensaios bioldgicos.

4.2 TOXICIDADE AGUDA DO HBG

As concentracfes testadas < 30,0 mg GLI/L ndo causaram a
morte dos peixes nos intervalos de tempo até 96 h. No entanto, a partir
da concentragdo de 30,0 mg GLI/L os peixes apresentaram
comportamento de hipolocomocdo, mantendo-se no fundo do aquario
durante a maior parte do tempo. As curvas de sobrevivéncia mostram
que 0s peixes expostos as concentracdes de 40,0 e 50,0 mg GLI/L
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apresentaram a porcentagem de sobrevivéncia de 87,5% e 75,0%,
respectivamente. Nas concentracdes de 60,0 e 70,0 mg GLI/L, a
porcentagem de sobrevivéncia obtida foi de 25,0% e 12,5%,
respectivamente. A mortalidade de 100% dos peixes foi observada em
duas situacOes, em 72 h na concentracdo de 80,0 mg GLI/L e em 24 h na
concentragdo de 100,0 mg GLI/L. O teste Log-rank revelou que de um
modo geral as curvas de sobrevivéncia sio diferentes (x* = 177,1; df = 1;
p < 0,0001), quando considerados as diferentes concentracfes e tempos
avaliados. Adicionalmente, analisando a curva dose-resposta, observa-se
gue o HBG induziu a mortalidade dos peixes-zebra de forma dose-
dependente. A ClLsggs n foi calculada em 53,75 (+ 3,30) mg GLI/L
(Figura 9).
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Figura 9: Curvas de sobrevivéncia e curva dose-resposta em peixes-zebra
Danio rerio expostos ao HBG. (A) Os pontos na curva indicam a porcentagem
média de sobrevivéncia nos intervalos de tempo de 24, 48, 72 e 96 h em cada
concentracdo testada. (B) Os pontos na curva indicam a porcentagem média de
mortalidade para cada concentracdo de GLI no HBG durante o teste de
toxicidade aguda de 96 h, sendo que o ponto em destaque indica a CLsg g5 (N =
24 peixes por concentracao).
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4.3 EFEITOS DA EXPOSICAO IN VIVO AO HBG SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR APOS 7 E 15 DIAS
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Os peixes expostos as concentracBes de 0,065 e 1,0 mg GLI/L
por 7 dias apresentaram reducdo na viabilidade celular quando
comparados ao controle [Fug3s) = 13,82; P = 0,04 e P = 0,03,
respectivamente] (Figura 10). O grupo exposto & concentracdo de 10,0
mg GLI/L, neste mesmo tempo, ndo apresentou diferenca em relagdo ao
controle (P = 0,22). Ap6s o periodo de 15 dias de exposi¢do, 0s grupos
expostos ao HBG ndo apresentaram diferenca significativa na
viabilidade celular quando comparados ao controle [F3s = 9,12; 0,065
mg GLI/L (P = 0,83); 1,0 mg GLI/L (P = 0,99); 10,0 mg GLI/L (P =
0,99)]. O grupo controle positivo da técnica, tratado com azida sodica,
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle (P = 0,002).
Estes resultados indicam que o HBG induziu alteracGes da viabilidade
celular nas menores concentragdes testadas somente ap6s 7 dias de
exposicao.

Figura 10: Viabilidade celular no encéfalo de peixe-zebra ap6s 7 e 15 dias de
exposicao as concentragdes de 0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L. Os resultados estdo
apresentados como porcentagens do controle. As barras representam a média +
EPM. "P < 0,05, "P < 0,01 e ""P < 0,001 comparados ao grupo controle (n = 8
peixes por grupo).
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4.4 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HBG SOBRE A ATIVIDADE
ENZIMATICA DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL
APOS 7 E 15 DIAS

Apds 7 dias de exposi¢do ao HBG, as concentragdes de 0,065 e
1,0 mg GLI/L causaram a inibi¢&o significativa da atividade enzimatica
do complexo | [Fz44y= 4,97; P = 0,01 e P = 0,009, respectivamente] e
do complexo 1V [Fas = 6,09; P = 0,001 e P = 0,04, respectivamente].
Em relacdo & atividade enzimatica do complexo II, ndo foram
evidenciadas diferengas entre 0os grupos expostos ac HBG e controle
[F44=1,08; P =0,38] (Figura 11).

Quando avaliados os efeitos do HBG apds 15 dias de exposicao,
ndo foram encontradas diferencas nas atividades dos complexos | [Fs 44
=0,05; P =0,98] e Il [Fz44 = 1,22; P = 0,32]. Inibi¢&o significativa da
atividade enzimética do complexo IV foi observada nos grupos expostos
as concentragdes de 0,065 e 1,0 mg GLI/L [F 44 = 3,74; P =0,01e P =
0,04, respectivamente]. Os resultados obtidos nestes experimentos
indicam que os complexos | e IV da cadeia respiratoria mitocondrial
apresentaram maior inibicdo nos grupos expostos as menores
concentracBes de HBG testadas ap6s o periodo de 7 dias de exposicdo,
sendo que apds o periodo de 15 dias, somente a inibicdo do complexo
IV foi observada.
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Figura 11: Atividade enzimatica dos complexos I,

Il e IV da cadeia

transportadora de elétrons apos 7 e 15 dias de exposicdo ao HBG (0,065; 1,0 e
10,0 mg GLI/L). As barras representam a média £+ EPM. P <0,05; P < 0,01
comparados ao grupo controle (n = 12 amostras por grupo).
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45 AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DA EXPRESSAO DOS
GENES DE REFERENCIA NO ENCEFALO DE PEIXE-ZEBRA
APOS EXPOSIGAO AO HBG

Foram testados 6 genes de referéncia (rpl8, p-act, efla, gapdh,
b2m, hprtl) e 1 elemento repetitivo (hatn10) por RT-gPCR, em
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amostras de encéfalo de peixes-zebra apds a exposicdo a diferentes
concentrac6es de HBG (0,065; 0,65 e 6,5 mg GLI/L) por 7 dias.

Os valores de Cq foram usados para determinar o perfil de
expressdo dos genes de referéncia e do elemento repetitivo, os quais
apresentaram valores entre 19,33 (p-act) e 25,16 (hprtl). A menor
variacdo na expressao foi observada no gene S-act (desvio padrdo (DP)
= 0,26). Os genes com a expressao mais elevada, indicados pelos
valores de Cq mais baixos, foram g-act (19,33) e gapdh (19,71) (Figura
12).

Figura 12: Perfil de expressdo dos genes de referéncia e do elemento repetitivo
no encéfalo de peixe-zebra ap6s a exposicdo ao HBG. Os resultados estdo
apresentados como média + DP para cada gene [rpl8 (21,61 + 0,35); S-act
(19,33 + 0,26); ef1a (20,63 * 0,48); gapdh (19,71 + 0,32); b2m (23,65 + 0,36);
hprtl (25,16 + 0,34); hatn10 (20,24 + 0,55)] (n = 3 amostras por grupo).
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Na classificacdo final da estabilidade dos genes de referéncia e
elemento repetitivo, de acordo com os métodos BestKeeper,
Normfinder, Genorm e Delta CT, avaliados pela plataforma RefFinder,
0s genes mais estaveis foram rpl8 e g-act (1° e 2° lugares), enquanto os
menos estaveis foram efla e hprtl (5° e 6° lugares). O elemento
repetitivo foi avaliado como o alvo de referéncia menos estavel para
estudos de normalizagdo (7° lugar) (Quadro 4).
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Quadro 4: Classificagdo final da estabilidade dos genes de referéncia e
elemento repetitivo para andlises por gPCR no encéfalo de peixe-zebra apés
exposicdo ao HBG (n = 3 amostras por grupo).

I Método
Classificagdo Classificagio

BestKeeper Normfinder  Genorm DeltaCT final

1 p-act rpl8 pS-act | rpl8 rpl8 rpl8

2 gapdh p-act p-act p-act

3 rpl8 gapdh b2m gapdh gapdh

4 hprtl b2m gapdh b2m b2m

5 b2m efla efla efla efla

6 efla hatn10 hatn10 hatn10 hprtl

7 hatn10 hprtl hprtl hprtl hatn10

Quando o gene de referéncia mais estavel, rpl8, foi usado como
normalizador (Figura 13), os niveis de transcritos do gene cat
diminuiram em todos os grupos expostos ao HBG quando comparados
ao grupo controle [Fgg = 17,25, P < 0,001]; bem como quando
utilizadas como normalizadores as melhores combinagfes de genes rpl8
| p-act [Fzg = 16,07; P < 0,001] e rpl8 / gapdh [Fg = 23,22, P <
0,001]; e o gene menos estavel hprtl [Fg = 17,63; P <0,001]. Quando
utilizados como normalizadores os genes f-act [Fg = 7,78; P < 0,001]
e hatnl0 [F@pg = 9,41, P < 0,001], o grupo exposto a maior
concentracdo de HBG testada (6,5 mg GLI/L) ndo apresentou diferenga
significativa em relacdo ao grupo controle.

Estes resultados indicam que os niveis de transcritos do gene cat
foram similares em ambas as condic¢Bes: usando o gene mais estavel
(rpl8), bem como as melhores combinacgdes de genes (rpl8 / -act e rpl8
/ gapdh) como normalizadores no RT-gPCR. Além disso, estes
resultados indicam que o HBG induziu diminuicdo dos niveis de
transcritos do gene cat no encéfalo de peixe-zebra apdés 7 dias de
exposicao.
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Figura 13: Niveis de transcritos do gene cat no encéfalo de peixe-zebra apds
exposicdo ao HBG. A variabilidade da expressdo do gene cat é mostrada para
cada gene de referéncia testado, usado como normalizador. Os dois primeiros
grupos de barras mostram os dois genes de referéncia mais estaveis (rpl8 e -
act); terceiro e quarto mostram os dois genes de referéncia menos estaveis (efla
e hprtl); quinto e sexto mostram as duas melhores combinacfes de genes de
referéncia, de acordo com a plataforma RefFinder. As barras representam a
média £ EPM. 'P < 0,05; "P < 0,01 e " P < 0,001 comparado ao grupo controle
(n = 3 amostras por grupo).
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O gene rpL8 foi considerado o gene de referéncia mais estavel
nas amostras de encéfalo de peixe-zebra, e portanto, foi utilizado para
normalizar os niveis de expressdo dos genes ndufa6, sdhc, cox1, nrfl e
tfam.

4.6 EFEITOS DO HBG SOBRE OS NIVEIS DE TRANSCRITOS
PARA AS PROTEINAS ENVOLVIDAS NA CADEIA
RESPIRATORIA  MITOCONDRIAL E NA  BIOGENESE
MITOCONDRIAL

Uma vez que as atividades dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial foram mais afetados ap6s 7 dias de exposi¢do ao HBG no
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encéfalo de peixe-zebra, este periodo foi escolhido para os ensaios de
RT-gPCR. Os conteudos de transcritos dos genes que codificam para as
proteinas transferidoras de elétrons, ndufa6, sdhc e coxl, e para as
proteinas envolvidas na biogénese mitocondrial, tfam e nrfl, estdo
apresentados na Figura 14.

O aumento significativo no conteddo de RNAm de ndufa6 foi
observado em todas as concentragdes testadas (0,065; 1,0 e 10,0 mg
GLI/L) quando comparadas ao controle [F(sg = 7,60; P = 0,02, P = 0,04
e P = 0,04, respectivamente]. Quando analisado o conteido de
transcritos para sdhc e tfam, observa-se a diminuicéo significativa nos
niveis de transcritos somente no grupo exposto a concentracéo de 0,065
mg GLI/L em relagéo ao controle [sdhc: F(sg = 6,08; P = 0,04; tfam:
Fg = 3,53; P = 0,01]. Quando analisados os conteidos de transcritos
para coxl, observa-se a diminuicao significativa nos grupos expostos as
concentracGes de 1,0 e 10,0 mg GLI/L comparados ao grupo controle
[Fee = 9,28, P = 0,04 e P = 0,03, respectivamente]. Em relacéo ao
conteudo de transcritos do gene nrfl, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos tratados e controle [Fi g = 1,11; P = 0,40].
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Figura 14: Niveis relativos de transcritos dos genes ndufa6, sdhc, coxl, nrfl e
tfam no encéfalo de peixe-zebra apés 7 dias de exposi¢do ao HBG (0,065; 1,0 e
10,0 mg GLI/L). Os resultados foram normalizados pela quantificagdo da
expressdo do gene de referéncia rpl8. As barras representam a média £ EPM.

ndufa6, sdhc, coxl e tfam: "P < 0,05 comparados ao grupo controle (n = 3
amostras por grupo).
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4.7 EFEITOS DO HBG SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (Aym)

O Aym, um aspecto importante da funcionalidade desta organela,

foi avaliado quanto aos efeitos do HBG no encéfalo de peixe-zebra apds
7 dias de exposicao.
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O aumento do Aym foi observado no encéfalo de peixe-zebra em
todas as concentracdes testadas (0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L)
comparado ao controle [Fs0 = 51,03; P < 0,0001], indicando que o
HBG induziu a hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial (Figura
15A). Fotos representativas de uma célula do controle da reacdo tratada
com o inibidor CCCP e marcada com a sonda JC-1 (Figura 15B),
mostrando o aumento da intensidade de fluorescéncia verde, o que
indica a despolarizacdo da membrana mitocondrial.

Figura 15: Efeitos do HBG sobre o potencial de membrana mitocondrial
(Aym) no encéfalo de peixe-zebra ap6s 7 dias de exposi¢do (A). O CCCP foi
usado como controle da reagdo. Os resultados estdo apresentados como
porcentagens do controle. As barras representam a média + EPM. ‘P<00le

P < 0,001 comparados ao grupo controle (n = 10 - 12 peixes por grupo). (B)
Fotografias de uma célula tratada com CCCP. No sentido horario da esquerda
para a direita, J-agregados de fluorescéncia vermelha; mondmero de
fluorescéncia verde; a sobreposicao e nucleo corado com DAPI de fluorescéncia
azul.
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4.8 EFEITOS DO HBG SOBRE A FORMACAO DE ESPECIES
REATIVAS (ER)

Considerando os efeitos diversificados do HBG sobre as
mitocdndrias, investigamos se estes efeitos estavam associados com
alteracBes na formacdo de ER no encéfalo, apds 7 dias de exposicéo.
Nossos resultados mostraram que o HBG induziu o aumento do
conteldo de ER em todas as concentracdes testadas (0,065; 1,0 e 10,0
mg GLI/L) comparados ao controle [F 1) = 6,65; P < 0,01] (Figura 16).

Figura 16: Efeitos do HBG sobre a formagédo de ER no encéfalo de peixe-zebra
apos 7 dias de exposicdo. Os resultados estdo apresentados como porcentagens
do controle. As barras representam a média + EPM. “P < 0,01 e ""P < 0,001
comparados ao grupo controle (n = 10 peixes por grupo).
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4.9 EFEITOS DO HBG SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO
MITOCONDRIAL

O consumo de oxigénio mitocondrial foi avaliado apés 7 dias de
exposicdo a concentracdo de 0,065 mg GLI/L do HBG no encéfalo de
peixe-zebra. Esta concentracdo foi selecionada para este teste, pois foi
capaz de induzir efeitos em varios parametros avaliados neste trabalho.
Além disso, é considerada a de maior relevancia ambiental, uma vez que
¢ permitida na agua para o consumo humano e animal (Resolucdo
CONAMA n° 357/2005).
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A Figura 17A mostra uma corrida de respirometria em
homogeneizados de encéfalo de peixe-zebra do grupo controle. Foram
usados o inibidor oligomicina, seguido por 3 injecdes sucessivas do
desacoplador FCCP e, finalmente, os inibidores rotenona e antimicina-
A.

Em relacdo ao consumo de oxigénio nos parametros avaliados da
respiragdo basal [t = 0,52; P = 0,30], eficiéncia na sintese de ATP [t =
0,61; P = 0,27], respiragdo maxima [t = 0,26; P = 0,39] e consumo de
oxigénio extramitocondrial ou residual [t = 0,24; P = 0,40], ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos 0,065 mg GLI/L e controle,
quando realizado o teste t de Student (Figura 17B).
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Figura 17: Consumo de oxigénio mitocondrial em homogeneizado de encéfalo
de peixe-zebra apds 7 dias de exposicdo a concentracdo de 0,065 mg GLI/L.
(A) Corrida de respirometria de alta resolu¢do em homogeneizados do encéfalo
de peixe-zebra do grupo controle para avaliar a resposta mitocondrial frente aos
inibidores (oligomicina, rotenona e antimicina-A) e ao desacoplador FCCP
(cianeto trifluoro-metoxi fenilhidrazona). (B) A respiracdo basal, eficiéncia na
sintese de ATP, respiracdo méaxima e consumo de oxigénio extramitocondrial
estdo apresentados pela média £ EPM (n = 7 amostras por grupo).
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4.10 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HBG SOBRE A INTEGRIDADE
DO DNA

Consumo de O,
(pmol Oz / min / mg de tecido)

Apobs os ensaios realizados quanto aos parametros mitocondriais,
avaliamos se as altera¢fes encontradas como diminui¢do da viabilidade
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celular, alteragBes na atividade e niveis de transcritos dos complexos
mitocondriais, hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, e
especialmente, aumento na formacdo de ER, levaram ao aumento da
ocorréncia de morte celular, mesmo que tais altera¢cBes ndo tenham
impactado o consumo de oxigénio mitocondrial no grupo exposto a
menor concentracdo testada (0,065 mg GLI/L).

Para isso, avaliamos a integridade do DNA, pois sua perda é um
forte indicativo de morte celular (apopt6tica ou necrotica), através do
teste de fragmentacdo do DNA, apds 7 e 15 dias de exposicdo ao HBG
(0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L), no encéfalo. Também foi analisada a
integridade do DNA nas branquias nos mesmos grupos experimentais,
as quais foram consideradas controle positivo da exposicdo, uma vez
que o tecido branquial estd diretamente exposto ao HBG diluido na
agua.

4.10.1 Efeitos da exposicdo ao HBG sobre o DNA de amostras de
encéfalo

Em todos os tratamentos realizados ndo foi observada a
fragmentacdo do DNA no gel de agarose das amostras de encéfalo apds
7 dias de exposicdo (Figura 18A). As quantificacbes expressas por
densidade Optica do DNA integro ndo apresentaram diferengas
estatisticas entre os grupos tratados e controle [F(20 = 1,51; P = 0,28]
(Figura 18B). Do mesmo modo, 0s mapas de densitometria nao
revelaram diferencas aparentes no padrdo de fragmentacdo do DNA
(Figura 18C-F).

Estes resultados indicam que o HBG nédo alterou a integridade do
DNA no encéfalo de peixe-zebra dos grupos expostos, apos 7 dias de
exposicao.
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Figura 18: Teste de Fragmentacdo do DNA do encéfalo de peixe-zebra ap6s 7
dias de exposicdo as concentragdes de 0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L. (A)
Eletroforese em gel de agarose. (B) Andlise quantitativa da intensidade total de
pixels do DNA integro expressa em densidade Optica. (C-F) Mapas de
densidade Optica representativos para cada grupo, obtidos pela anélise do
programa ImagelJ, e suas respectivas areas: DNA integro e fragmentos < 700 pb.
Os dados representam a média da intensidade Optica =+ EPM (n = 6 peixes por

grupo).
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Como ndo foram evidenciadas bandas de fragmentacdo do DNA
apos 7 dias de exposicdo ao HBG, também investigamos se um periodo
maior de exposi¢do (15 dias) ao HBG poderia induzir ao aumento da
fragmentacdo do DNA no encéfalo de peixe-zebra.

No entanto, ap6s 15 dias de exposi¢do ao HBG ndo foi observada
fragmentacdo do DNA em todos os grupos analisados (Figura 19A). As
analises estatisticas das quantificacBes expressas por densidade Optica
do DNA integro ndo apresentaram diferengas entre 0s grupos tratados e
controle (Figura 19B) [F(s20 = 0,31; P = 0,81]. Além disso, ndo foram
observadas diferencas nos padrées dos mapas de densitometria [(1)
DNA integro e (2) fragmentos de DNA <700 pb] entre os grupos
avaliados (Figuras 19C-F).
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Figura 19: Teste de Fragmentacdo do DNA do encéfalo de peixe-zebra apds 15
dias de exposi¢do ao HBG (0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L). (A) Eletroforese em
gel de agarose. (B) Andlise quantitativa da intensidade total de pixels do DNA
integro expressa em densidade Optica. (C-F) Mapas de densidade Optica
representativos para cada grupo, obtidos pela andlise do programa ImageJ, e
suas respectivas areas: DNA integro; fragmentos de DNA < 700 pb. Os dados
representam a média da intensidade Optica + EPM (n = 6 peixes por grupo).
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4.10.2 Efeitos da exposi¢do ao HBG sobre o DNA das branquias

Apds 7 dias de exposicdo ao HBG, foi observada a fragmentacéo
do DNA, principalmente nos grupos expostos as menores concentracdes
(0,065 e 1,0 mg GLI/L) em comparacdo ao grupo controle (Figura 20A).
Quando analisados os mapas (Figura 20B-E) e as quantificacbes por
densidade Optica (Figura 20F) observa-se um aumento da fragmentagdo
do DNA nos grupos expostos as menores concentragdes em comparagdo
ao grupo controle. Os grupos controle e 10,0 mg GLI/L (Figura 20B e
E), ndo apresentaram diferenca aparente no perfil de densidade optica da
fragmentacdo do DNA. Quando quantificadas e analisadas
estatisticamente as densidades Opticas do DNA integro, ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos tratados e controle [F(20) = 3,19;
P = 0,08] (Figura 20F). Todos os grupos tratados apresentaram
diferencas significativas em relagcdo ao controle quando quantificadas as
densidades épticas dos fragmentos de DNA com 720 pb, indicando uma
maior quantidade de DNA fragmentado nestes grupos [F.o = 30,92; P
< 0,0001]. Quando quantificadas as densidades épticas dos fragmentos
de DNA com 540, 360 e 180 pb, nota-se um mesmo padrdo de
resultados, em que as menores concentragdes testadas apresentaram um
aumento significativo de fragmentacdo do DNA em relagdo ao grupo
controle [(540 pb: F 20 = 16,24; P = 0,0009); (360 pb: F20 = 11,70; P
=0,002); (180 pb: F(320) = 7,24; P = 0,01)]. Estes resultados indicam um
maior efeito do HBG sobre o0 DNA das branquias nos grupos expostos
as menores concentragdes testadas apds 7 dias de exposigao.
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Figura 20: Fragmentacdo do DNA das branquias de peixe-zebra ap6s 7 dias de
exposicdo ao HBG (0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L). (A) Eletroforese em gel de
agarose. DNA fragmentado disposto nas bandas entre 700 a 100 pb. (B-E)
Mapas de densidade Gptica representativos para cada grupo, e suas respectivas
reas [(1) DNA integro; (2) Fragmentos de DNA com 720 pb; (3) 540 pb; (4)
360 pb; (5) 180 pb]. (F) Andlises quantitativas das densidades Gpticas. Os dados
representam a média da intensidade dptica + EPM. P < 0,05; "P < 0,01; P <
0,001 comparados ao grupo controle (n = 6 peixes por grupo).
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Apo6s 15 dias, observa-se a fragmentacdo do DNA das branquias
em todos os grupos expostos ao HBG (0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L) em
relacdo ao grupo controle (Figura 21A). Os grupos expostos as menores
concentracGes (Figura 21C e D) apresentaram semelhanca aparente com
a ocorréncia de picos menores de DNA integro e maiores de DNA
fragmentado, quando comparados ao controle. Quando observados os
picos de DNA integro, o padrdo observado no mapa representativo do
grupo de 10,0 mg GLI/L ndo apresentou diferenca em relagdo ao
controle. Porém, em relagcdo aos picos de DNA fragmentado, foram
evidenciadas diferencas em relagdo ao controle (Figura 21B e E).
Quando quantificadas as bandas de DNA integro, ndo foi observada
diferenca entre os grupos expostos ao HBG em relacdo ao controle
[Fi20) = 3,46; P = 0,07] (Figura 21F). Quando quantificadas as bandas
de fragmentos de DNA com 720, 540, 360 e 180 pb observa-se um
mesmo padrdo de aumento de densidade Gptica nos grupos expostos ao
HBG em relagdo ao grupo controle [(720 pb: Fi20 = 7,22; P = 0,01);
(540 pb: F(320= 20,09; P = 0,0004); (360 pb: F20) = 13,60; P = 0,001);
(180 pb: F20 = 16,19; P = 0,0009)]. Estes resultados indicam que o
HBG induziu a um aumento na quantidade de DNA fragmentado nas
branquias em todos os grupos avaliados, apés 15 dias de exposi¢ao.
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Figura 21: Fragmentacdo do DNA das branquias de peixe-zebra apds 15 dias
de exposi¢do ao HBG (0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L). (A) Eletroforese em gel de
agarose. (B-E) Mapas de densidade Optica representativos para cada grupo,
obtidos pela analise do programa ImagelJ, e suas respectivas areas [(1) DNA
integro; (2) fragmentos de DNA com 720 pb; (3) 540 pb; (4) 360 pb; (5) 180
pb]. (F) Analises quantitativas das densidades Opticas. Os dados representam a
média da intensidade 6ptica + EPM. P < 0,05; "P < 0,01 e ~ P < 0,001
comparados ao grupo controle (n = 6 peixes por grupo).
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4.11 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HBG SOBRE A MORTE
CELULAR NO ENCEFALO

Foram analisadas as regifes neuroanatbmicas do telencéfalo,
tectum optico, tdlamo, hipotalamo, cerebelo, bulbo encefélico e medula
espinhal em secgdes sagitais de encéfalos de peixe-zebra ap6s 7 dias de
exposicdo ao HBG.

Em relacdo a localizagdo, a regido neuroanatdbmica do bulbo
encefalico foi a que apresentou maior ocorréncia de marcagdo
fluorescente de TUNEL (Figura 22), mas sem diferencas significativas
em relagdo as outras regides analisadas. Em relacdo & quantificacdo, nao
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos tratados
(0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L) e controle, em cada regido avaliada.

Figura 22: Marcagdo de TUNEL fluorescente de células apoptéticas na regido
do bulbo encefélico de peixe-zebra ap6s 7 dias de exposicdo ao HBG (0,065;
1,0 e 10,0 mg GLI/L). Vista sagital do bulbo encefalico dos grupos controle e
tratados (n = 3 peixes por grupo, sendo analisadas 4 sec¢des de cada peixe).
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4.12 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HBG SOBRE A OCORRENCIA
DE MICRONUCLEOS NOS ERITROCITOS DE PEIXE-ZEBRA

Para identificar a ocorréncia de danos ao DNA nos eritrécitos de
peixe-zebra expostos ao HBG, foi avaliada a presenca de micronucleos
apés 15 dias de exposicao.

A andlise da identificacdo e frequéncia de micronlcleos mostrou
que o HBG néo induziu a esse tipo de dano ao DNA em eritrdcitos de
peixes-zebra expostos as concentra¢Bes de 0,065; 1,0 e 10,0 mg GLI/L,
guando comparados ao grupo controle (Figura 23).

Figura 23: Eritrécitos de peixe-zebra apds 15 dias de exposicdo ao HBG
(0,065; 1,0 € 10,0 mg GLI/L) (n = 6 peixes por grupo).
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A Figura 24 representa o resumo grafico dos principais resultados
obtidos na presente tese.
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Figura 24: Efeitos do HBG sobre as mitocndrias nas células do encéfalo de
peixe-zebra. O HBG induziu a inibicdo parcial dos complexos I, Il e IV da
cadeia transportadora de elétrons (CTE), sendo que estas alteragBes estavam
associadas a hiperpolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym) e
ao aumento da formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), avaliadas
através da quantidade total de espécies reativas celulares (ER). O HBG induziu
a diminuicdo da viabilidade celular, porém néo induziu ao dano do DNA e a
morte celular no encéfalo de peixe-zebra.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho doutoral demonstraram que a
exposicdo a concentragcbes ambientalmente relevantes de HBG
provocaram alteragdes mitocondriais, diminuicdo da viabilidade celular,
assim como aumento de ER nas células do encéfalo de peixe-zebra,
podendo estas alteracbes predispor ao desenvolvimento da
neurotoxicidade.

Em relacdo as hipoOteses estabelecidas neste trabalho e
considerando os rigores metodoldgicos adotados, a hipotese de que o
HBG induz neurotoxicidade através (i) da inducdo de danos
mitocondriais, relacionados aos complexos da CTE, foi aceita, uma vez
que evidenciamos alteragdes na atividade e niveis de transcritos,
principalmente dos complexos | e IV da CTE, no encéfalo de peixe-
zebra. Em relagdo ao Aym, rejeitamos a hipotese de que o HBG induz a
(if) diminuicdo do Aym, uma vez que nossos resultados mostraram que
este herbicida induziu a hiperpolarizacdo do Aym. Também rejeitamos a
hipétese de que (iii) 0 HBG induz apoptose, pois através das técnicas
usadas neste trabalho, ndo foram evidenciados dano ao DNA, bem como
a ocorréncia de morte celular programada por apoptose, no encéfalo de
peixe-zebra.

O teste de toxicidade aguda é a primeira abordagem para avaliar
0 grau toxico e a seguranca ambiental de substancias quimicas (RAND
et al., 1995). O peixe-zebra D. rerio, um modelo amplamente utilizado
na area da toxicologia, vem sendo usado na avaliagdo da toxicidade de
HBG, em diferentes parametros biol6gicos (SANDRINI et al., 2013;
UREN WEBSTER et al.,, 2014; VELASQUES; SANDRINI; DA
ROSA, 2016). Contudo, ndo ha dados disponiveis sobre a toxicidade
aguda deste herbicida nesta espécie. Sendo assim, este estudo prové os
primeiros dados sobre a Clsggs n para peixe-zebra adulto a qual foi
determinada em 53,75 (£ 3,30) mg GLI/L do HBG. Valores semelhantes
foram encontrados para CLsggs n em truta (Salmo gairdneri), tanto em
condicBes de laboratério como em condi¢cdes ambientais, 54,8 e 52,0
mg/L de HBG, respectivamente (HILDEBRAND; SULLIVAN;
SULLIVAN, 1982). N&do ha na literatura parametros de classificacdo de
toxicidade que permitam avaliar se a concentracdo encontrada neste
trabalho estd ou ndo dentro dos limites de toxicidade para peixes. Deste
modo, os dados obtidos poderdo contribuir no futuro para o
estabelecimento de tais pardmetros.
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Geralmente, diferencas no estagio de vida do peixe, tamanho do
corpo, parametros fisico-quimicos da 4agua, taxa de absorcdo e
mecanismos de detoxificacdo entre espécies, bem como as diferencas na
composi¢do das formulacdes testadas podem criar diferencas nas ClLsg
obtidas a partir de testes de toxicidade aguda (BUCHER; HOFER, 1993;
RAND et al., 1995; SAHA et al., 1999; TSUI; CHU, 2003). Em relagdo
as formulages testadas, estas diferencas dependem da quantidade de
principio ativo, assim como de compostos adjuvantes ditos “inertes”.

No caso dos HBG, dentre os compostos inertes estdo 0s
surfactantes que tém sido descritos como tdxicos para peixes
(FOLMAR; SANDERS; JULIN, 1979; GIESY; DOBSON;
SOLOMON, 2000; HOWE et al., 2004). Além disso, a toxicidade
induzida pelas formulagdes pode ser atribuida ao efeito sinérgico do GLI
e dos compostos inertes contidos nas formulages (FRONTERA et al.,
2011; PEIXOTO, 2005), sendo que tais efeitos ndo sdo previstos em
testes de toxicidade com componentes isolados.

Neste contexto, avaliamos os efeitos do HBG e do GLI puro in
vitro em amostras de encéfalo de peixe-zebra quanto a viabilidade
celular. No encéfalo in vitro, 0 HBG apresentou uma maior toxicidade
do que o GLI puro. Além disso, mostramos que as concentragdes mais
baixas usadas no ensaio in vitro (0,065 e 1,0 mg GLI/L) com o HBG,
apés 3 h de incubacdo, ndo alteraram a viabilidade celular, porém estas
concentracBes apds 7 dias de exposicdo in vivo, induziram a diminuigdo
da viabilidade celular.

De um modo geral, a exposi¢cdo a HBG em peixes induz efeitos
toxicos em 6rgdos como as branquias e o figado (BRAZ-MOTA et al.,
2015; DOS SANTOS et al., 2016; ROCHA et al., 2015; TOPAL et al.,
2015). As branquias sdo o principal 6rgdo multifuncional e vital do
peixe em contato direto com o meio aquatico (JIRAUNGKOORSKUL
et al., 2003) e suas mudancas podem ser Uteis para avaliar os efeitos da
contaminacdo por toxicantes. Isto acontece porque este 6rgdo € o
principal local de entrada para compostos tdxicos dissolvidos na agua
devido a sua grande area superficial em contato com o ambiente externo
(PERRY; LAURENT, 1993). Sendo assim, alteragdes morfofuncionais
nas branquias podem reduzir a eficiéncia das trocas gasosas e causar
comprometimento respiratério, levando a hipoxia e a efeitos sobre
outros drgaos, assim como efeitos sistémicos (ROCHA et al., 2015).

Em nosso estudo, as alteragBes induzidas pelo HBG sobre as
células do SNC apos 7 dias de exposicdo in vivo podem ser secundarias
a alteracdes sistémicas, sendo que o contato direto deste composto com
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as células in vitro, nas mesmas concentracBes, ndo promoveu a
diminuicdo da viabilidade celular apds 3 h de incubagdo. Nestas
concentracgGes foram evidenciadas alteragdes na integridade do DNA das
branquias, apés 7 e 15 dias de exposicdo ao HBG, comprovando 0s
efeitos deste herbicida sobre este rgdo no modelo usado. A exposicéo
sistémica e prolongada in vivo pode ter induzido efeitos citotoxicos ndo
observados in vitro com HBG, assim como pode ter permitido que
respostas de equilibrio pro-viabilidade tenham sido estimuladas na
maior concentracdo testada (10,0 mg GLI/L) ap6s 7 dias de exposigdo,
assim como ap6s o periodo de 15 dias de exposicdo em todas as
concentracOes testadas nos testes de viabilidade celular no encéfalo.

O metabolismo do MTT ¢ utilizado para a avaliagdo da atividade
das desidrogenases mitocondriais e sua inibi¢do pode indicar alteragdes
na atividade mitocondrial (SOOD et al., 2015). Desta forma, a
diminuicéo significativa da redu¢do do MTT, como observado no ensaio
in vivo, indica que a exposi¢do ao HBG alterou a atividade mitocondrial
em encéfalo de peixe-zebra nos grupos expostos as menores
concentracBes apds 7 dias. Além disso, considerando que alguns
agrotoxicos exercem seus efeitos tdxicos através de interacbes com
proteinas constituintes dos complexos mitocondriais por alterar suas
atividades (KOOPMAN et al., 2013; NUNNARI; SUOMALAINEN,
2012; RUGARLI; LANGER, 2012), avaliamos a atividade e niveis de
transcritos para algumas enzimas chave dos complexos da CTE, em
nosso modelo. Nosso estudo mostrou que o HBG induziu alteracdes na
atividade dos complexos | e IV da CTE, assim como dos niveis de
transcritos para as enzimas constituintes dos complexos I, 1l e IV em
encéfalo de peixe-zebra, principalmente dos grupos expostos as menores
concentracdes. Estas alteracfes mitocondriais podem estar relacionadas
com o comprometimento da viabilidade celular no SNC, também
verificada nos grupos expostos as menores concentracdes in vivo.

Um estudo pioneiro conduzido por OLORUNSOGO;
BABABUNMI; BASSIR (1979), enfocando os efeitos do GLI sobre a
mitocdndria, mostrou que este composto pode desacoplar a fosforilacdo
oxidativa em mitocondrias isoladas de figado de rato in vivo, embora em
doses muito elevadas. AlteracBes na respiracdo mitocondrial foram
observadas também em mitocdndrias isoladas de figado de rato in vitro
incubadas com HBG (PEIXOTO, 2005), indicando que estes compostos
podem induzir a toxicidade através de alteraces na funcdo
mitocondrial.
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Alteragdes nos niveis de transcritos dos genes envolvidos no
metabolismo  mitocondrial foram verificadas em analise do
transcriptoma de figado e rins de ratos tratados cronicamente com
concentragcbes muito baixas de HBG (50,0 ng GLI/L) (MESNAGE et
al., 2015). Os niveis de transcritos de 7 genes que codificam
subunidades do complexo | (NADH desidrogenase) apresentaram
alteracdes, sendo que 6 estavam inibidos. Além destes, também foi
verificada inibicdo dos niveis de transcritos de genes relacionados ao
complexo Il (succinato desidrogenase - sdhc) e do gene tfam
(MESNAGE et al., 2015), assim como observado em nosso estudo,
principalmente nos grupos expostos as menores concentracGes testadas.
UGARTE (2014) sugere que o GLI poderia inibir o complexo Il da CTE
através da interacdo com o sitio de ligacdo do substrato da succinato
desidrogenase mitocondrial. Embora alguns poucos estudos tenham
apontado a mitocdndria como um possivel alvo da toxicidade de HBG e
do GLI puro, mostramos aqui, pela primeira vez, alteracdes na atividade
dos complexos mitocondriais induzidas pelo HBG no SNC.

A integridade funcional da CTE é requerida para manter o Aym,
sendo este, por sua vez, necessario para sustentar a producdo de ATP,
além de ter crucial importancia para outras fun¢Ges como a fusdo
mitocondrial, importacdo de proteinas, troca de metabdlitos com o
citosol e indugdo de apoptose (NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012;
RUGARLI; LANGER, 2012). Neste sentido, Aym pode ser considerado
um importante parametro funcional mitocondrial (FORKINK et al.,
2014). Inibi¢bes da CTE induzidas por toxicantes reduzem o efluxo de
prétons através da MMI e estdo geralmente associados a despolarizacdo
do Aym (KOOPMAN et al., 2010). Contudo, condi¢des de inibicdo
parcial do complexo I tém sido ligadas a hiperpolarizacdo do Aym
(BARRIENTOS; MORAES, 1999; FORKINK et al, 2014).
Demonstramos neste trabalho que a exposicdo ao HBG por 7 dias
induziu a hiperpolariza¢do da Aym no encéfalo de peixe-zebra. A partir
destes dados sugerimos que a diminuicdo da atividade e dos niveis de
transcritos dos complexos da CTE, pode ter induzido a hiperpolarizacéo
do Aym.

A hiperpolarizagdo do Aym foi observada em neurdnios, células
gliais e células tronco indiferenciadas com uma disfuncdo genética do
complexo | (ABRAMOV et al., 2010), assim como em fibroblastos com
uma mutacdo na subunidade NDUFS4 do complexo | (VALSECCHI et
al., 2012). O Aym em neurdnios com deficiéncia do complexo I parece
ser sustentado pela acdo de modo reverso do complexo V
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(JONCKHEERE; SMEITINK; RODENBURG, 2012), que ocorre
qguando este complexo hidrolisa ATP e expulsa prétons da matriz
mitocondrial através da MMI, sustentando assim o Aym. A diminui¢do
dos niveis de ATP pode ser um indicativo de que a hiperpolarizacdo do
Aym possa estar sendo mantida pela agdo de modo reverso do complexo
V em nosso estudo. Dados complementares em relagcdo aos niveis de
ATP poderiam elucidar esta hipotese, sobretudo investigar os efeitos do
HBG sobre o complexo V.

A correlacdo entre os niveis de inibicdo do complexo | mostra
gue inibicGes parciais podem induzir a hiperpolarizacdo, enquanto
grandes inibigdes estdo associadas com despolarizagdo do Awym,
aumentos na producdo de ER e apoptose (ABRAMOV et al., 2010;
BARRIENTOS; MORAES, 1999; ESTERAS et al., 2017; FORKINK et
al., 2014). Neste contexto, a mitocondria € uma organela essencial na
producdo de ATP, o qual é primordial para a excitabilidade e sobrevida
dos neurénios, e alteracbes no processo de reducdo do oxigénio e sintese
de ATP ir4 favorecer a formagdo de ERO. A fim de complementar nosso
estudo sobre os efeitos do HBG no encéfalo de peixe-zebra,
investigamos a formacgdo de ER usando a sonda DCFDA, a qual ¢
frequentemente usada para determinar os efeitos oxidantes de insultos
celulares. Esta técnica é facil e extremamente sensivel para a detecgdo
de alteragdes do estado oxidativo celular (ERUSLANOV;
KUSMARTSEYV, 2010), sendo usada para medir as concentragfes totais
de H,0,, anion superéxido, como também Oxido nitrico (RAO et al.,
1992; DAGHASTANLI et al., 2008). Assim, através deste ensaio,
consideramos a acumulagdo de fluorescéncia proporcional a quantidade
total de produtos de ER nas células. Nossos resultados mostraram que o
HBG provocou um aumento da formacdo de ER no encéfalo em todas as
concentracOes testadas. O estresse oxidativo e respostas antioxidantes
compensatdrias promovidos pela exposicdo ao HBG no SNC, figado,
rins e musculos tém sido descritas em peixes (LUSHCHAK et al., 2009;
SINHORIN et al., 2014; VELASQUES; SANDRINI; DA ROSA, 2016;
UREN WEBSTER; SANTOS, 2015). Verificamos a diminuicdo dos
niveis de transcritos do gene catalase (JARAMILLO et al., 2017),
evidenciando que o aumento da formacdo de ER induzido pelo HBG é
acompanhado pela alteracdo deste pardmetro de resposta antioxidante.

De uma maneira geral, as ER sdo um estimulo para que as células
iniciem respostas moleculares antioxidantes e ativem vias de sinalizacéo
de sobrevivéncia celular que podem alterar vias apoptéticas (BICKERS;
ATHAR, 2006). Contudo, dependendo do equilibrio entre a producéo e
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remocdo pelos sistemas antioxidantes, as ER podem induzir danos a
uma variedade de moléculas, levando a perda de funcdo e de integridade
mitocondrial e celular e morte celular (KOOPMAN et al., 2010).

Considerando os resultados obtidos, os grupos expostos as
menores concentra¢Bes (0,065 e 1,0 mg GLI/L) apresentaram maiores
efeitos do que o exposto a maior concentracdo (10,0 mg GLI/L). No
entanto, as alteragdes nos niveis de transcritos dos genes envolvidos nos
complexos | e IV e cat; a hiperpolarizacdo do Aym; assim como o
aumento da formagdo de ER foram observados no grupo exposto a
maior concentracdo. Sendo assim, sugerimos que as células do encéfalo
do grupo exposto a maior concentragdo tenham ativado mecanismos de
defesa que foram capazes de manter a viabilidade celular e atividade dos
complexos mitocondriais, talvez em tempos mais breves, de forma que
estas alteracdes ndo foram encontradas neste grupo.

As alteracbes na viabilidade celular, atividade e niveis de
transcritos dos complexos mitocondriais, hiperpolarizacdo do Aym,
assim como 0 aumento da formagdo de ER podem estar associados com
alteracdes na fungdo mitocondrial, avaliada pelo consumo de oxigénio.
Para esta avaliacdo escolhemos o grupo que foi exposto a menor
concentracdo testada (0,065 mg GLI/L), pois este apresentou alteracdes
em todos os pardmetros mencionados acima. Apesar de esperarmos
encontrar alteragdes no consumo de oxigénio mitocondrial induzidas
pelo HBG no SNC de peixe-zebra, estas ndo foram evidenciadas.
Mecanismos mitocondriais compensatérios, tais como alteragcBes na
dindmica e biogénese mitocondriais, podem promover o equilibrio do
consumo de oxigénio mitocondrial. Neste sentido, os niveis de
transcritos para o gene tfam, que codifica um fator de transcricdo
mitocondrial essencial na biogénese mitocondrial
(UITTENBOGAARD; CHIARAMELLO, 2014; GUNTHER et al,,
2004), apresentaram diminuicéo significativa no grupo exposto a menor
concentracdo testada, sendo que tal diminuicdo pode ter ocorrido devido
ao maior requerimento destes transcritos para serem traduzidos a
proteina. Estudos adicionais como a avaliacdo do conteldo proteico de
tfam por Western blotting poderiam sustentar esta hip6tese.

Considerando que um dos efeitos das ER sdo os danos ao DNA e
consequente ativacdo de vias de morte celular, avaliamos se 0 HBG
induziu a morte celular no encéfalo do peixe-zebra. A fragmentacédo do
DNA é um dos critérios usados para definir a morte celular (por necrose
ou apoptose). Durante a apoptose, 0 DNA é clivado por endonucleases
que fragmentam a cromatina em unidades nucleossdémicas, as quais sdo
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multiplas de oligbmeros de 180 pb e aparecem como bandas de DNA
apos eletroforese em um gel de agarose (MATASSOV et al., 2004).
Embora alguns estudos in vitro tenham apontado a apoptose e necrose
como efeitos induzidos pelos HBG e GLI puro (BENACHOUR;
SERALINI, 2009; HEU et al., 2012; LUO et al., 2017; MARTINI;
GABRIELLI; VILA, 2012), neste estudo ndo foram evidenciadas a
fragmentacdo do DNA ap6s a exposi¢do ao HBG no encéfalo. Contudo,
a perda de integridade do DNA foi observada nas branquias, as quais
foram usadas como controle positivo da exposicdo ao HBG. Estes
resultados podem provavelmente estar relacionados ao grau de
intensidade da exposicdo, pois as branquias estdo diretamente expostas
ao HBG.

Levando em consideracdo que a fragmentacdo do DNA em gel de
agarose ¢ um método pouco sensivel quando a ocorréncia de morte
celular ndo é intensa, também usamos o ensaio de TUNEL por
fluorescéncia para detectar células apoptéticas em diferentes regides
encefélicas e avaliar se alguma regido especifica apresentou maior
sensibilidade a exposi¢do ao HBG. Nessas analises ndo encontramos um
aumento na ocorréncia de células TUNEL positivas nas regides
analisadas. O fato da apoptose ndo ter sido induzida pela exposi¢do ao
HBG ndo significa que este composto ndo tenha apresentado efeito
toxico sobre as células do encéfalo. A reducdo na viabilidade celular e
auséncia de apoptose nos sugerem que células ndo funcionais
permanecam no tecido e comprometam a homeostase do mesmo.
Estudos futuros poderdo elucidar de modo mais especifico a toxicidade
do HBG sobre a apoptose no encéfalo.

Apesar do crescente nimero de publicacdes identificando o
potencial genotoxico do HBG em diferentes drgdos de espécies de
peixes (CAVAS; KONEN, 2007; CAVALCANTE et al., 2008;
GUILHERME et al, 2012; GHISI; CESTARI, 2013; KOPPE-
GRISOLIA, 2002), ha escassos estudos que avaliaram no encéfalo se o
HBG é capaz de induzir efeitos sobre a integridade do DNA. A partir de
nossos resultados, considerando as limitacfes das técnicas utilizadas,
ndo encontramos evidéncias de que o HBG, nas concentragfes testadas
neste estudo, possa induzir efeitos genotoxicos sobre as células no
encéfalo de peixe-zebra. No entanto, a auséncia de tais evidéncias pode
ser um indicativo de que 0 HBG nas células do SNC néo atinja de modo
direto o DNA.

No teste de micronlcleo em eritrocitos do peixe-zebra, ndo
encontramos alteracdes induzidas pelo HBG apds 15 dias de exposicdo.
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Também em outras espécies de peixes expostos ao HBG a avaliacdo da
frequéncia de micronucleos ndo evidenciou aumentos significativos
(CAVALCANTE et al., 2008; GHISI; CESTARI, 2013). Entretanto,
CAVAS e KONEN (2007) revelaram aumentos na frequéncia de
microntcleos, anormalidades nucleares, bem como quebras de cadeia de
DNA em peixe-dourado (Carassius auratus). Devem ser consideradas
as diferengas entre as espécies avaliadas, tempo de exposicdo e
concentragOes testadas de HBG e, em peixe-zebra, nossos resultados ndo
mostraram  efeitos genotdxicos do HBG em eritr4citos nas
concentragdes e tempos testados.

De um modo geral, as respostas celulares frente a um desafio
promovido por um composto quimico sdo dependentes, além das
propriedades fisico-quimicas do composto, da dose e duragdo da
exposicdo. Contudo, uma resposta toxica ndo é necessariamente
provocada em doses excessivamente elevadas de um composto
(BOELSTERLI, 2007). Mesmo em doses muito baixas produtos
quimicos potencialmente toxicos podem desencadear mecanismos
biolégicos para responder ao estresse promovido pelo composto
(CALABRESE; BLAIN, 2005). Em muitos casos, as respostas
envolvem mecanismos enzimaticos adaptativos que podem promover a
depuracdo e eliminacdo do agente tdxico, diminuindo a exposi¢édo
interna global, e consequentemente atenuando a resposta téxica. Como
também, dependendo do tempo de exposicdo, esses mecanismos
adaptivos podem entrar em colapso e levar a toxicidade celular, tecidual
ou sistémica (BOELSTERLLI, 2007).

Em nossos resultados evidenciamos que o HBG induziu
alteracGes em diferentes parametros avaliados e que principalmente as
menores concentracdes testadas (0,065 e 1,0 mg GLI/L) apresentaram
efeitos mais pronunciados do que a maior concentracdo avaliada (10,0
mg GLI/L). Tais evidéncias sugerem um possivel efeito hormético do
HBG no encéfalo de peixe-zebra, pois parece haver um limiar de
estimulagdo das respostas adaptativas que pode ter sido atingido quando
o0s peixes foram expostos a maior concentracdo. Estudos adicionais que
avaliem as respostas citoprotetoras associadas aos efeitos do HBG, no
modelo estudado, poderdo contribuir com a compreensdo dos
mecanismos celulares envolvidos frente a exposicdo as diferentes
concentracGes avaliadas no encéfalo. A resposta adaptativa a niveis
baixos de um agente tdxico é considerada a hipotese primaria sobre a
qual a ocorréncia de hormese esta baseada (BRITO et al., 2017). Nos
campos da biologia e da medicina, a hormese é definida como uma
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resposta adaptativa das células e organismos a um estresse moderado e
seus mecanismos envolvem proteinas e fatores de transcricdo que
regulam a expressdo de genes que codificam proteinas citoprotetoras
(MATTSON, 2008).
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel
verificar que a exposicdo ao HBG provocou efeitos toxicos sobre a
mitocOndria no encéfalo de peixe-zebra, pois induziu a diminuicdo da
viabilidade celular, da atividade dos complexos | e IV da CTE e alterou
0s niveis de transcritos dos genes ndufa6, sdhc, coxl e tfam. Tais
alteracdes na atividade e niveis de transcritos dos complexos da CTE
induziram a hiperpolarizacdo do Aym, e estavam associadas ao aumento
da formacéo de ER no encéfalo de peixe-zebra (Figura 24). Porém, tais
alteracdes ndo foram associadas a diminuicdo da respiragdo
mitocondrial, avaliada no grupo exposto a 0,065 mg GLI/L, assim como
ao dano do DNA e aumento da ocorréncia de morte celular no encéfalo.

Também evidenciamos que principalmente a menor concentragao
testada (0,065 mg GLI/L), regulamentada no Brasil para 0 consumo
humano, deve ser revista pelos érgdos reguladores na intencdo de
prevenir a neurotoxicidade induzida por exposi¢des cronicas, as quais
ainda ndo foram devidamente investigadas.

Ainda, podemos sugerir que a mitocdndria é um possivel alvo da
toxicidade do HBG no SNC. De um modo geral, com suporte do
conjunto de resultados obtidos neste trabalho, concluimos que as
alteracBes encontradas sdo indicativos de toxicidade do HBG no SNC de
peixe-zebra.
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