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RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
prevalente do sistema nervoso central (SNC). E caracterizada pela morte de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra compacta, culminando em deple¢cdo de
dopamina no estriado e diminuigdo das fun¢gdes motoras. Sua fisiopatologia envolve
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e neuroinflamacgcdo. Apesar do
envelhecimento ser o principal fator de risco para desenvolver a DP, diversos estudos
vém mostrando uma relagdo entre exposigcdo ocupacional a agrotéxicos com o
aumento no risco de desenvolvimento da DP idiopatica. O Mancozeb (MZ) é um
agrotoxico pertencente a classe dos etilenobisditiocarbamatos (EBDCs), amplamente
utilizado no pais devido ao seu grande potencial fungicida e sua baixa toxicidade
aguda. Estudos sugerem que o uso de agrotoxicos EBDCs na agricultura poderia
contribuir para o desenvolvimento da DP. Entretanto, ainda n&o existem evidéncias
que suportem esta associagao e, apesar da extensa utilizacdo mundial de MZ, existe
um numero limitado de estudos investigando o efeito neurotéxico do fungicida. O
objetivo desse estudo foi avaliar a citotoxicidade induzida pelo fungicida MZ, em
culturas de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, que possuem caracteristicas
de neurbnios dopaminérgicos, e avaliar alteragdes celulares relacionadas a DP. As
células foram expostas ao MZ (1 — 30 uM) e foram realizados ensaios de viabilidade
e morte celular em diferentes tempos de exposicdo. Além disso, foram avaliados
outros parametros como a geracao de espécies reativas (ER), produgao de radical
anion superoxido (O2™), concentragdo de glutationa (GSH), peroxidacgao lipidica,
potencial de membrana mitocondrial (PMM), niveis de citocinas inflamatdrias (IL-1f,
IL-6 e TNF-a) e avaliagdo de dano ao DNA. A exposi¢gdo ao MZ, durante 24 horas,
induziu diminuicdo na viabilidade celular, a partir da concentragdo de 6 uM e induziu
morte celular significativa a partir de 15 yM. Esses efeitos citotdéxicos do fungicida
foram dependentes tanto do tempo de exposi¢cado quanto da concentracéo. Além disso,
o MZ (6 uM) induziu aumento significativo na geracédo de ER apds 1 hora de exposi¢céo
e aumentou a produgao de Oz apds 1 e 3 horas de exposi¢ao. Foi também observado
um aumento significativo na geragdo de hidroperéxidos lipidicos (marcador de
peroxidacao lipidica) e diminuicdo no conteudo intracelular de GSH apods 3 horas de
exposicao ao MZ. O tratamento com o antioxidante acido ascoérbico (50 uM) foi capaz
de proteger as células do dano causado pelo MZ, sugerindo que um dos principais
mecanismo de citotoxicidade envolvidos na perda de viabilidade das células parece
ser o estresse oxidativo. A exposi¢gao ao MZ também causou diminuigdo do PMM
ap6s 3 horas de exposi¢cdo, sugerindo um possivel envolvimento da disfungéo
mitocondrial no mecanismo de toxicidade do agrotoxico. Em relagao as citocinas, nao
houve detecgao apds a exposi¢gao ao MZ. Por fim, 0 MZ (6 yM) induziu dano ao DNA
ap6s 24 horas de exposicao, sugerindo um efeito genotdxico do fungicida. Os
resultados do estudo indicam que a exposicdo ao MZ induz disturbios celulares
compativeis com eventos observados na DP, sugerindo uma possivel relagao entre a
exposicao ao agrotoxico e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como
o Parkinson. Entretanto, esses resultados in vitro sdo preliminares e mais estudos sao
necessarios para melhor estabelecer essa relagao, bem como, para elucidar outros
mecanismos celulares envolvidos na citotoxicidade do fungicida.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Agrotdxicos; Mancozeb; Estresse
Oxidativo; Disfuncao Mitocondrial; Dano de DNA.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disorder of
the central nervous system (CNS). It is characterized by the death of dopaminergic
neurons in the substantia nigra compacta, culminating in dopamine depletion in the
striatum and decreased motor function. Its pathophysiology involves oxidative stress,
mitochondrial dysfunction and neuroinflammation. Despite aging being the main risk
factor for developing PD, several studies have shown a relationship between
occupational exposure to pesticides and an increased risk of developing idiopathic PD.
Mancozeb (MZ) is a pesticide belonging to the class of ethylenebisdithiocarbamates
(EBDCs), widely used in the country due to its great fungicidal potential and its low
acute toxicity. Studies suggest that the use of EBDC pesticides in agriculture could
contribute to the development of PD. However, there is still no evidence to support this
association and, despite the extensive worldwide use of MZ, there is a limited number
of studies investigating the neurotoxic effect of the fungicide. The aim of this study was
to evaluate the citotoxicity induced by the fungicide MZ, in cultures of SH-SY5Y human
neuroblastoma cells, which have characteristics of dopaminergic neurons, and to
evaluate cellular alterations related to PD. Cells were exposed to MZ (1 — 30 uM) and
viability and cell death assays were performed at different exposure times. In addition,
other parameters were evaluated, such as the generation of reactive species (RE),
production of superoxide anion radical (Oz2™), concentration of glutathione (GSH), lipid
peroxidation, mitochondrial membrane potential (PMM), levels of inflammatory
cytokines (IL-1p3, IL-6 and TNF-a) and evaluation of DNA damage. Exposure to MZ, for
24 hours, induced a decrease in cell viability, starting from a concentration of 6 uM and
induced significant cell death from 15 uM. These cytotoxic effects of the fungicide were
dependent on both exposure time and concentration. Furthermore, MZ (6 uM) induced
a significant increase in ER generation after 1 hour of exposure and increased O2"
production after 1 and 3 hours of exposure. A significant increase in the generation of
lipid hydroperoxides (a marker of lipid peroxidation) and a decrease in the intracellular
GSH content after 3 hours of exposure to MZ was also observed. Treatment with the
antioxidant ascorbic acid (50 uM) was able to protect cells from damage caused by
MZ, suggesting that one of the main cytotoxicity mechanisms involved in the loss of
cell viability seems to be oxidative stress. Exposure to MZ also caused a decrease in
PMM after 3 hours of exposure, suggesting the possible involvement of mitochondrial
dysfunction in the pesticide toxicity mechanism. Regarding cytokines, there was no
detection after exposure to MZ. Finally, MZ (6 uM) induced DNA damage after 24 hours
of exposure, suggesting a genotoxic effect of the fungicide. The results of the study
indicate that exposure to MZ induces cellular disorders compatible with events
observed in PD, suggesting a possible relationship between exposure to pesticides
and the development of neurodegenerative diseases such as Parkinson's. However,
these in vitro results are preliminary and further studies are needed to better establish
this relationship, as well as to elucidate other cellular mechanisms involved in the
cytotoxicity of the fungicide.

Keywords: Parkinson's disease; Pesticides; Mancozeb; Oxidative stress;
Mitochondrial Dysfunction; DNA damage.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Reacdo de formagao doS DTCS .....cvvuiiiiiiie it 20
Figura 2. Formula estrutural do Etilenobisditiocarbamato de Manganés complexo com
sal de ZiNCO (MANCOZED). ......iiii e e 20
Figura 3. Sitios de agdo do MZ na célula fungica............ccccceeeiiiiiiiiiiiicce e, 21
Figura 4. Metabolismo do MZ Nn0osS Mamiferos ..................uueuiiiiiiiiiiiiiiiiiee 23
Figura 5. Fisiopatologia envolvida na morte celular n@a DP .............cccccciiiiiiiiiiininnes 29
Figura 6. Sistemas de defesa antioxidante ...............ccccceimiiiii e, 31

Figura 7. Efeitos da exposicdo ao MZ na viabilidade e morte das células SH-SY5Y.

.................................................................................................................................. 51
Figura 8. Efeitos da exposi¢cado temporal ao MZ na viabilidade das células SH-SY5Y
.................................................................................................................................. 53
Figura 9. Exposi¢ao temporal ao MZ e morte celular nas células SH-SY5Y ............. 54
Figura 10. Morfologia das células SH-SYSY apds exposigao temporal ao MZ ......... 55
Figura 11. Avaliagao da produgéo de ER em células SH-SY5Y expostas ao MZ .....57
Figura 12. Avaliacdo da producao do radical anion superéxido em células SH-SY5Y
EXPOSIAS @0 MZ ... e e e aaa 58
Figura 13. Avaliacdo da geracado de hidroperéxidos lipidicos em células SH-SY5Y
EXPOSEAS @0 MLZ ... e 60
Figura 14. Avaliagcdo da concentragdo de GSH em células SH-SY5Y expostas ao MZ
.................................................................................................................................. 62
Figura 15. Efeito protetor do AA frente a toxicidade induzida pelo MZ...................... 63
Figura 16. Efeitos da exposicdo ao MZ sobre PMM. ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 65
Figura 17. Classificacdo dos danos no DNA nas células SH-SY5Y ..........cccccccunnnnee 67

Figura 18. Avaliagcdo de dano no DNA apods exposicdo ao MZ em células SH-SY5Y



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

4-HNE 4-hidroxinonenal

AA Acido ascorbico

ATP Adenosina Trifosfato

BHE Barreira Hematoencefalica

CAPES Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAT Catalase

CIATox-SC Centro de Informacao e Assisténcia Toxicoldgica de Santa Catarina
DA Doenca de Alzheimer

DAT Transportador de dopamina

DCFH-DA 2'7'-Diacetato de diclorofluoresceina

DHE Dihidroetidio

DMDs Dimetilditiocarbamatos

DMEM-F12 Meio Eagle modificado por Dulbecco: mistura de nutrientes F12
DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido Desoxirribonucleico

DP Doencga de Parkinson

DTCs ditiocarbamatos

DTNB Acido 4-terc-butilbenzdico, 5,5'-ditiobis-(2-acido nitrobenzéico)
EBDCs etilenobisditiocarbamatos

EDA Etileno Diamina

EDI Etileno Dissocianato

ELISA Imunoensaio Enzimatico

EO Estresse Oxidativo

ER Espécies Reativas

ERNs Espécies Reativas de Nitrogénio

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

ETD Etileno Bistiouram Dissulfeto

ETU Etilenotiouréia

EU Etilenouréia

FAPESC Fundacao de Amparo a Pesquisa e Inovagao de Santa Catarina
FCCP Carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona

GCL glutamato cisteina ligase



GPx Glutationa Peroxidase

GR glutationa redutase

GRx Glutarredoxina

GSH Glutationa

H202 Perdxido de hidrogénio

HBSS Hanks' Balanced Salt Solution

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
IDT indice de Dano Total

IL-18 Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IP lodeto de Propidio

IRA Insuficiéncia Renal Aguda

JC-1 5,5'.6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetil-iodeto de imidacarbocianina
LMP Low Melting Point

LMR Limites Maximos De Residuos

LOO" radical peroxila

MAO Monoamina oxidase

MAO-B Monoamina oxidase B

MDTCs Metilditiocarbamatos

Mn Manganés

MPP+ 1-metil-4-fenilpiridinuim

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetra-hidropiridina

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-brometo) il)-2,5-difeniltetrazdlio
MZ Mancozeb

NADPH Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NF-kB nuclear factor kappa B

NMP Normal Melting Point

NO Oxido Nitrico

Oz Anion Superdxido

OH- Radical hidroxil

ONOO- Peroxinitrito

PARK Loci Génicos associados a doencga de Parkinson
PBDCs PropilenobisditiocarbamAtos

PBS Phosphate-buffered saline



PINK-1 Quinase 1 induzida por PTEN

PMM Potencial de membrana mitocondrial

PRx Peroxirredoxinas

PUFAs Acidos graxos poli-insaturados

RO® radical alcoxila

SC Santa Catarina

SFB Soro Fetal Bovino

SINAN Sistema de Informagéo de Agravos de Notificagédo
SNC Sistema Nervoso Central

SOD Superoxido Dismutase

TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

TRx Tiorredoxinas

U.A. Unidades arbitrarias

UCH-L1 Ubiquitina carboxi-terminal hidrolase L1

UPS Sistema Ubiquitina-proteassoma



LISTA DE SIMBOLOS

M Micro
a Alfa
B Beta



SUMARIO

1 INTRODUGAO.........cceteeeteieeesieessesaessessessessessessessessessessesssssessessssssssssssssens 16
1.1 AGROTOXICOS — ASPECTOS GERAIS ..ot 16
1.2 DO DESENVOLVIMENTO DO PRIMEIRO FUNGICIDA AO SURGIMENTO
DO MANGCOZEB........uui s nnnssnssnsnnnnnnes 17
1.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DO MZ........ 19
1.4 TOXICOLOGIA DOS DITIOCARBAMATOS .......oueiiiiiiiieeiiiieiiiiinniinnaenes 22
1.4.1 1= T Yo T T T 7 0 L 2 24
1.5 ASPECTOS GERAIS DA DOENGCA DE PARKINSON.........ccccciiiiiiiiiinnnns 25
1.5.1 Fisiopatologia da DP..........cccoiiiiiiii 26
1.5.1.1 Alterag0es Na GENEGLICA..............uuuuuuui e 27
1.5.1.2 Estresse oxidativo e defesas antioxXidantes ...............cccccceeeeveeicnnnnnnns 28
1.5.1.3 Disfung@0 mitocondrial.................ueuueeeeeiieeeeiiieeee ettt 33
1.5.1.4 NeUroinflamagao0 ..............cceeeeee oottt e s 35
1.6 EXPOSICAO A AGROTOXICOS EADP ..., 36
2 JUSTIFICATIVA ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemensennns s s s s s e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s nnnnnnnns 38
3 OBJETIVO GERAL .......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssss s s s s s s s s ns s s s ssssssnsnnnnnn 39
4 METODOLOGIA ... e 40
4.1 REAGENTES ... ..o 40
4.2 (O8I AV @ I 01 = O | L 40
4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...coooiiiiiiieeeeeeee, 40
4.4 ENSAIOS DE VIABILIDADE E MORTE CELULAR ... 41
4.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO.......... 42
451 Producao de espécies reativas (ER) ..........ccceevviiiiiiiiininien, 42
4.5.2 Producao do radical anion superoxido (02%)....cccccceviveeiiiiiiiiee e eeeeeee, 43
4.5.3 Andlise da ocorréncia de peroxidagao lipidica de membrana............... 44
454 Determinagao do conteudo de tidis nao proteicos (NPSH)................... 45

4.5.5 Avaliagcao da protecao do acido ascérbico na perda de viabilidade

causada pela exposiGao a0 MZ...........oo e r s e 46
4.6 PARAMETROS DE FUNCAO MITOCONDRIAL.........c.ccoveveereeeeeeeennnns 46
4.6.1 Avaliagado do potencial de membrana mitocondrial (PMM)................... 46
4.7 DOSAGEM DE CITOCINAS INFLAMATORIAS........ccoveeeeeeeeeeeee e, 47

4.8 AVALIACAO DE DANO AO DNA......coooiieietiieieeee et 48



4.9 DETERMINAGAO DE PROTEINAS........cocootiieieieteeeeeeeeee e 50

4.10 ANALISES ESTATISTICAS ......oovivieeeeeeteeceeeee et 50
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccccecermrrirereresseesassessssssessssessssssssssaeens 51
5.1 CITOTOXICIDADE DO MZ EM CELULAS SH-SY5Y ....ocoovoeieeeeeeeean, 51
5.2 AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO TEMPORAL AO MZ EM
CELULAS SH-SY5Y ...ttt ettt 52
5.3 EFEITOS DA EXPOSICAO AO MZ SOBRE A PRODUGCAO DE ESPECIES
REATIVAS EM CELULAS SH-SY5Y ..ottt 56
5.4 EFEITOS DA EXPOSIGAO AO MZ SOBRE A PEROXIDAGAO LIPIDICA EM
CELULAS SH-SY5Y ...ttt ettt 59
5.5 EFEITOS DA EXPOSIGAO AO MZ SOBRE A CONCENTRAGCAO DE GSH
EM CELULAS SH-SY5Y ..ottt en e, 61
5.6 ANALISE DO EFEITO PROTETOR DO ACIDO ASCORBICO FRENTE A
TOXICIDADE INDUZIDA PELO MZ ..ot 62
5.7 AVALIACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL APOS
EXPOSICAO AO MZ EM CELULAS SH-SY5Y ....cooiiiicieeeeeeeeeeeee e, 64
5.8 AVALIACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO AO MZ EM MARCADORES
INFLAMATORIOS EM CELULAS SH-SY5Y .....ooviiiiiieiceeeeieeeeee e, 66
5.9 AVALIACAO DE DANO NO DNA INDUZIDO PELA EXPOSICAO AO MZ EM
CELULAS SH-SY5Y ...ttt n e en e 67
6 (o0 ] X[ o I 1 L= .Y o 2 70
6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS ... 70



16

1 INTRODUGAO

1.1 AGROTOXICOS — ASPECTOS GERAIS

Os agrotoxicos, anteriormente conhecidos como defensivos agricolas, séo
compostos utilizados na agricultura devido as suas propriedades inseticidas,
herbicidas, rodenticidas e fungicidas. Sdo substancias amplamente utilizadas no
mundo, e por serem responsaveis por inumeros casos de intoxicagao, sdo de grande
interesse no estudo da toxicologia (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Desde 2008, o Brasil é considerado o maior consumidor de produtos
agrotoxicos do mundo. De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (Ibama), no ano de 2021, foram comercializadas
720,87 mil toneladas de agrotoxicos no Brasil. No estado de Santa Catarina (SC) a
comercializacdo destes compostos saltou de 5.395,93 toneladas no ano 2000 para
13.564,45 toneladas em 2021 (aumento de 251%). Os fungicidas sdo a segunda
classe mais utilizada em todo o Brasil, perdendo apenas para os herbicidas,
totalizando mais de 128 mil toneladas de ingredientes ativos comercializados. Em SC
foram utilizadas 2.762,32 toneladas de fungicidas em 2021 (IBAMA, 2022).

Entre os cinquenta agrotoxicos mais utilizados nas lavouras brasileiras, pelo
menos 22 sao proibidos em paises da Unido Europeia por serem enquadrados na
escala maxima de toxicidade (CARNEIRO et al, 2015). O uso estimulado
e indiscriminado desses compostos em nosso pais vem acarretando em elevados
indices de intoxicagdes, seja no campo ou em areas urbanas.

De acordo com o Relatério Nacional de Vigilancia em Saude de Populagbes
Expostas a Agrotdxicos, no Brasil, de 2007 a 2015 foram realizadas 84.206
notificagdes de intoxicagdes por agrotéxicos no Sistema de Informagao de Agravos de
Notificacao (SINAN), 4.220 dessas notificagbes sdo pertencentes ao estado de SC
(Ministério da Saude; 2021). Dados do Centro de Informagdo e Assisténcia
Toxicologica de Santa Catarina (CIATox-SC) revelaram que no ano de 2021 foram
registrados 657 casos de intoxicagdes pelo uso de agrotoxicos no nosso estado,
sendo 258 destas por motivo acidental, 187 em tentativas de suicidio e 96 por
exposicao ocupacional (HU-UFSC, 2022).

Em relagédo a populagédo exposta no pais, trabalhadores(as) agricolas sao a

maioria, seguidos dos estudantes e das donas de casa. Além disso, a maioria dos
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casos concentra-se em pessoas do sexo masculino. A faixa etaria predominante nas
intoxicagdes por agrotoxicos no Brasil € de 20 a 34 anos e, em SC, de 20 a 59 anos
(SINAN, 2018; HU-UFSC, 2020). Considerando o periodo de 2015 a 2018, a maioria
dos casos de intoxicagdo ocorreu por exposicado aguda unica, e apenas 1,4% por
exposi¢ao crbénica. Entre as vias de exposicdo predominaram as vias digestiva,
respiratoria e cutédnea. Vale ressaltar que, neste mesmo periodo, ocorreram 21 casos
de intoxicagdo por via transplacentaria, atingindo uma populagdo com alta
vulnerabilidade, sujeita a riscos irreversiveis (SINAN, 2018).

No ano de 2022, 465 notificagbes de intoxicagdo exdgena por agrotdxico no
estado de SC foram registradas no SINAN (SINAN, 2023). Em relacéo a letalidade
dos casos envolvendo a exposi¢cao a agrotdéxicos em SC, em 2021, correspondeu a
16,8 a cada 1.000 atendimentos de individuos expostos a esse grupo de agentes (HU-
UFSC, 2022).

Além das intoxicagbes agudas, outra importante forma de exposigao aos
agrotoxicos é a exposigdo ocupacional, que ocorre principalmente no setor
agropecuario. Essas exposigdes ocupacionais geralmente ocorrem de forma cronica,
Oou seja, em pessoas expostas por periodos prolongados a baixas concentragdes
desses compostos. Existem diversos estudos na literatura que mostram uma
associagcao entre a exposi¢cdo cronica a agrotoxicos com o desenvolvimento de
diversas doengas, como as doengas neurodegenerativas, cancer, infertilidade,
problemas neurocomportamentais, alergias, diabetes e disbiose intestinal (KIM,;
KABIR; JAHAN, 2017; BURALLI; DULTRA; RIBEIRO, 2020; GAMA; NEVES;
PEREIRA, 2022). Além da exposicdo ocupacional, a contaminagdao ambiental e
alimentar coloca em risco outros grupos além dos agricultores, como 0s seus
familiares, moradores proximos as unidades produtivas, bem como a populacdo em

geral, através do consumo de alimentos e/ou agua contaminados.

1.2 DO DESENVOLVIMENTO DO PRIMEIRO FUNGICIDA AO
SURGIMENTO DO MANCOZEB

Desde o momento em que as plantas foram domesticadas, os homens que
tentam cultiva-las tém que elaborar técnicas de prevengao e manejo de pragas. Ao
longo do tempo, com o crescimento do numero de habitantes e a maior demanda por

alimento por parte da populagao, cada vez mais aumenta-se o numero de hectares de
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cultivo, aumentando assim a demanda por compostos que protejam e aumentem a
produgao dessas culturas.

O primeiro fungicida foi descoberto em 1807, por B. Prevost, quando este
observou que uma fraca solucdo de sulfato de cobre prevenia o crescimento de
esporos. Em 1885, um fazendeiro na regido de Bordeaux na Franga descreveu
efetividade em uma mistura de sulfato de cobre e cal para tratamento foliar de fungos.
Essa mistura ficou conhecida como Mistura Bordeaux, e incentivou a investigagcéo de
novos compostos para aplicagéo foliar (KLITTICH et al., 2008).

Em 1915 surgiu o primeiro composto sintetizado em laboratério, considerado
fungicida de amplo espectro. Esses fungicidas possuiam estruturas organicas, e seu
primeiro representante foi o cloro (2-hidroxifenil) mercurio. Apds, foram desenvolvidos
para comercializagdo o 2-metoxietil silicato e os sais de acetato de 2-hidroxifenil
mercurio, além de outros. O desenvolvimento de resisténcia por parte de alguns
fungos, e além disso, o fato de serem estruturas baseadas em mercurio e
apresentarem alta toxicidade ambiental, acabaram levando ao seu desuso apés o
surgimento de outras alternativas mais seguras (KLITTICH et al., 2008).

Os compostos bisditiocarbamatos, derivados do acido ditiocarbamico, eram
utilizados como aceleradores do processo de vulcanizagdo da borracha e foram
sintetizados a partir de uma monoamina e um dissulfeto de carbono (MCCALLAN et
al., 1967). Apos algum periodo, observou-se que esses compostos possuiam
propriedades fungicidas e, entdo, em 1934, Tisdale e Williams conseguiram uma
patente do dissulfeto de tetrametiltiuram, cujo nome comercial é Tiram (GULLINO et
al., 2010). A partir de 1940 o Tiram passou a ser comercializado para tratamento de
sementes, porém ele nao tinha muita efetividade na aplicagao foliar, o que estimulou
a criagao de novos compostos, com maior atividade, que também eram derivados do
acido ditiocarbamico. O dimetilditiocarbamato de ferro (lll) (ferbam) foi desenvolvido
e, posteriormente, o dimetilditiocarbamato de zinco (ziram), cuja estrutura era similar
ao ferbam, também veio ao mercado (GULLINO et al., 2010).

Em 1940, W. F. Hester da Rohm and Haas, Inc., preparou um ditiocarbamato
a partir de uma diamina. Esse composto era o etilenobisditiocarbamato dissédico cujo
nome comercial era Nabam. O Nabam é considerado o primeiro da classe dos
etilenobisditiocarbamatos (EBDCs). A patente do Nabam foi registrada em 1943. Ele
era instavel em sua forma solida e, portanto, era utilizado em forma liquida. Apés 13

anos do inicio de seu uso, descobriu-se que ele nao tinha propriedades fungicidas por
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si sO, era necessario a exposicdo do Nabam ao ar, para que fosse gerado um
composto fitotoxico (GULLINO et al., 2010).

Em 1944, Heuberger e Manns descobriram que ao adicionar sulfato de zinco
ao tanque de spray de Nabam, este adquiria uma forma estavel, dando origem ao
produto comercializado sob o nome de Dithane D-14. O composto originado, também
conhecido como Zineb, foi o etilenobisditiocarbamato de zinco. Em 1945 o Zineb
passou a ser considerado uma molécula estavel e com boas propriedades fungicidas,
ja sendo utilizado em plantagdes de batata, ele passou a ser comercializado sob o
nome de Dithane Z-78 (GULLINO et al., 2010).

Sempre em busca de melhorias, em 1950 Dupont registrou uma patente sobre
o produto etilenobisditiocarbamato de manganés, o Maneb. Este por sua vez era mais
ativo que o Nabam e Zineb. Ja em 1962, Rohm e Haas registraram o complexo de
ions de zinco com Maneb, o Mancozeb (MZ), que posteriormente se tornaria o mais
importante de todos os EBDCs (KLITTICH et al., 2008).

Atualmente, o MZ é o fungicida EBDC mais vendido, com ampla utilizagdo no
mundo. De acordo com dados do Ibama, em 2021, o MZ foi o terceiro agrotéxico mais
comercializado no Brasil, perdendo apenas para o glifosato e 2,4-D. Somente em SC
foram comercializadas 1.294,03 toneladas deste ingrediente ativo, fazendo com que
0 MZ ocupasse a segunda posigao na lista de ingredientes ativos de agrotdxicos mais
vendidos em nosso estado (IBAMA, 2022). Apesar da maciga utilizagdo do MZ no
Brasil, na Unido Europeia, a licenga para utilizagdo do fungicida como principio ativo
de agrotoxicos foi encerrada em janeiro de 2021 (COCCO, 2022). Essa decisao foi
baseada em possiveis propriedades carcinogénicas dos fungicidas EBDCs, o que
contrasta a classificagdo da Agéncia Nacional de Pesquisa em Cancer (International
Agency for Research on Cancer) que classifica os fungicidas EBDCs no Grupo 3 (ndo

classificavel quanto a carcinogenicidade humana) (IARC 1992).

1.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DO MZ

O MZ é pertencente a classe quimica dos ditiocarbamatos (DTCs). Os DTCs
sao formados através de uma reagao exotérmica entre dissulfeto de carbono e aménio
Oou uma amina primaria/secundaria na presenca de hidroxido de sddio ou excesso de
amina. S&o derivados do acido ditiocarbamico (NH2CS2H) (KANCHI; SINGH;
BISETTY, 2014).
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Figura 1. Reacéao de formacgao dos DTCs
S
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Fonte: Adaptado de KANCHI; SINGH; BISETTY, 2014.

De acordo com o elemento que forma o complexo com o esqueleto
organossulfurado, os DTCs s&o divididos em 4 subclasses.
. Metilditiocarbamatos (MDTCs): Metam-sédico (Na);
. Dimetilditiocarbamatos (DMDs): Ziram (Zn), Ferbam (Fe) e Tiram;
. Propilenobisditiocarbamatos (PBDCs): Propinebe (Zn);
. Etilenobisditiocarbamatos (EBDCs): Maneb (Mn), Zineb (Zn), Nabam
(Na), Metiram (Zn), Mancozeb (Mn e Zn).

Figura 2. Férmula estrutural do Etilenobisditiocarbamato de Manganés complexo
com sal de zinco (Mancozeb).
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Fonte: Adaptado de GUILLINO et al., 2010.

Os complexos de DTCs com metais pesados sao preparados por adicao de
uma solugao do metal pesado a uma solucdo de aménio ou metal alcalino-DTC. Esses
complexos s&o pouco soluveis em agua, e sua solubilidade melhora em solventes
organicos nao polares como cloroférmio, tetracloreto de carbono e éter (KANCHI,
SINGH; BISETTY, 2014.)
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O MZ, é pertencente a subclasse dos EBDCs, sendo complexado com 20%
de manganés e 2-5% de zinco (Figura 2). Sua férmula é (C4HeN2SsMn)x (Zn)y e
apresenta-se como um p6 amarelo-cinzento. Possui baixa solubilidade em agua e na
maioria dos solventes organicos. E autorizado para uso no Brasil como fungicida e
acaricida (ANVISA, 2022).

O MZ é autorizado para 71 culturas de alimentos no Brasil e possui limites
maximos de residuos (LMR) e tempos de aplicagdo que variam de acordo com cada
cultura. A aplicagao é foliar, mas também pode ocorrer a imersao de frutos, como
mamao, manga e melao, e também no sulco de plantio, como na cana-de-agucar
(ANVISA, 2022). E comercializado em formulacgdes liquidas ou em p6, com os nomes
comerciais Manzate ® WR e Dithane ® NT.

Figura 3. Sitios de agdo do MZ na célula fungica
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Fonte: Adaptado de BALARDIN et al., 2017.

Legenda: A classificagdo do MZ como fungicida multissitio se da pela sua agdo em multiplos
processos fisioldgicos na célula fungica.

O MZ é um fungicida de amplo espectro com agdo multissitio, ou seja, age em
diversos passos no metabolismo fungico (BALARDIN et al., 2017), conforme ilustrado

na Figura 3. Estudos mostram que ndo € a molécula do MZ em si que é toxica ao
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patdgeno, mas sim seus subprodutos de degradagao que serao abordados na proxima
secao (GULLINO et al., 2010).

1.4 TOXICOLOGIA DOS DITIOCARBAMATOS

Os DTCs sao compostos irritantes das mucosas e da pele. Casos de
intoxicagdo sistémica em humanos sao raros, ja que sua absorgéo € variada e variavel
entre os compostos desse grupo, mas podem ocorrer apos exposicao a altas doses,
principalmente pela via dérmica e respiratéria (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008; ECOBICHON, 2001). Os sintomas da intoxicagao incluem fraqueza muscular,
tontura, fadiga, dificuldade de andar, tremores e coma. Alguns desses sintomas estao
associados a presenga do manganés na composi¢do do Maneb e também do MZ,
onde o acumulo deste metal pode dar origem a uma sindrome conhecida como
manganismo, que € uma condigdo com caracteristicas fenotipicas semelhantes a
doenca de Parkinson idiopatica (PERL E OLANOW, 2007). O manganismo afeta os
neurénios dopaminérgicos em regides como estriado, globo palido e substancia negra
(FITSANAKIS et al.,2006; BOUABID et al., 2016).

Os EBDCs sao compostos instaveis em meio alcalino ou acido, e na presenga
de oxigénio, decompdéem-se em agua, formando subprodutos diversos, sendo a
etilenotiouréia (ETU) um dos subprodutos mais importantes (GULLINO et al., 2010;
IPCS, 1988).

A intoxicagao pelos EBDCs esta relacionada a exposicao aos seus produtos
de metabolizacdo. Na decomposicdo metabdlica dos EBDCs, inicialmente, ha
formacao de dissulfeto de carbono (CS2) ou sulfeto de hidrogénio (H2S). Além destes
metabdlitos, ainda s&o produzidos etileno bistiouram dissulfeto (ETD), etileno
diisocianato (EDI), etileno diamina (EDA), 2-imidazolina, etilenouréia (EU) e ETU
(IPCS, 1988; BALARDIN et al., 2017) (Figura 4).

A ETU é uma tioamida heterociclica e a sua presenca no meio ambiente esta
associada ao uso dos fungicidas EBDCs, como o MZ, maneb, zineb e metiram
(MELLO, 2014). No metabolismo dos mamiferos, cerca de 15-48% do MZ é convertido
em ETU, sendo esta excretada pela urina (SOMERVILLE, 1986). Este metabdlito esta
presente como contaminante nas formulagdes comerciais de EBDCs e também pode
ser produzido durante o armazenamento, cozimento ou no préprio alimento
contaminado com residuos de EBDCs (IPCS, 1988; BLAZQUEZ, 1973).
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Figura 4. Metabolismo do MZ nos mamiferos
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Fonte: Adaptado de COLOSIO et al., 2002.

Legenda: Decomposicao metabdlica do MZ nos mamiferos em Monossulfeto de etilenotiuram,
que sofre reagdes para se transformar em Etilenotiouréia (que possui alta toxicidade), posteriormente
em Etilenouréia, Etilenodiamina e por fim em N-acetiletilenodiamina.

Alguns efeitos em animais vém sendo relacionados a exposi¢cao a ETU, como
disfuncao tireoidiana com consequente aumento da glandula tiredide, efeitos
teratogénicos e carcinogénicos, além de reducédo de peso em filhotes, redugédo da
ninhada e do numero de filhotes viaveis em roedores (EPA, 1992; GRAHAM et al.,
1975; HARDIN et al., 1987; MARANGHI et al., 2013). EBDCs séao teratogénicos em
ratos, camundongos e hamsters, mas néao em gatos (SHERMAN; ZAPP, 1966). Nos
ratos e hamsters expostos, malformacgdes cerebrais foram as predominantes (KHERA,
1973; KHERA; IVERSON, 1981). Em humanos a ETU ja foi associada a efeitos
goitrogénicos em trabalhadores expostos a EBDCs (SMITH, 1984).

Além disso, um caso isolado de intoxicagdo aguda foi reportado em um

homem de 62 anos que desenvolveu insuficiéncia renal aguda (IRA) apés a aplicagao
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de Maneb, mas o individuo possuia diversas comorbidades associadas, entdo nao foi
estabelecida uma ligagao causal direta (KOIZUMI et al., 1979). Casos de eritema
difuso e epidermatite eczematoide das palpebras e regides inguinais, foram
observados entre os trabalhadores agricolas expostos ao Maneb e ao Zineb (BABINI,
1966; CRIPA et al., 1990).

Em relacao a toxicidade do MZ, o mesmo apresenta classificagao toxicolégica
lll, segundo a legislacado brasileira; ou seja, € medianamente téxico. Quanto ao
potencial de periculosidade ambiental, pertence a classe Il, ou seja, € muito perigoso
(Brasil, 1992).

Estudos anteriores, em modelos in vivo utilizando roedores, demonstraram
que a exposi¢cao ao MZ induz hepatotoxicidade (URIBE et al., 2023), esta relacionado
a surgimento de tumores no figado, pancreas, mamas, tireoide e ossos (BELPOGGI et
al., 2006), além de causar disfungdes enddcrinas na tireoide e também disfuncéo
reprodutiva (SKALNY et al., 2021). A maior parte dos estudos relaciona esses efeitos
ao metabdlito ETU, mas um outro mecanismo de toxicidade associado ao MZ sera

discutido no préximo item.

1.4.1 Manganismo

Como citado nos itens anteriores, os EBDCs tém metais pesados em sua
composi¢cao. O MZ e também o Maneb possuem em sua estrutura quimica o metal
manganés (Mn). O Mn é um dos metais mais abundantes nos tecidos de mamiferos,
exercendo papel importante em processos essenciais atuando como catalisador, co-
fator enzimatico e modulador de genes.

O Mn é um elemento necessario para uma variedade de processos
fisiologicos, incluindo o desenvolvimento cerebral e esquelético, coagulagdo do
sangue, reproducdo, fungdo neuronal, defesa antioxidante e manutengdo da
integridade imunolégica (HORNING et al., 2015). Entretanto, a exposi¢ao a altas
concentracbes de Mn resulta em efeitos deletérios para a saude. Estudos tém
demonstrado uma relagdo entre a concentragdo de Mn no cérebro com o
desenvolvimento de neuropatologias como a Doenga de Alzheimer (DA) e Doencga de
Parkinson (DP). (TONG et al., 2014; MARTINS et al., 2019).

O acumulo de Mn no cérebro é chamado de manganismo, que € uma condicéo

com caracteristicas fenotipicas semelhantes a DP idiopatica (PERL E OLANOW,
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2007). O manganismo afeta os neurénios dopaminérgicos em regiées como estriado,
globo palido e substancia negra (FITSANAKIS et al., 2006; BOUABID et al., 2016).

Uma sindrome parkinsoniana foi descrita em dois jovens agricultores expostos
cronicamente ao Maneb (FERRAZ et al.,1988). Posteriormente, um estudo realizado
com 50 trabalhadores da agricultura com exposigao créonica observou um aumento
significante da incidéncia de varios efeitos neurolégicos (rigidez de punho, fadiga e
queixas de perda de memoria) e também aumento de uma variedade de outros
sintomas semelhantes a sintomas observados na DP, incluindo tremor, ataxia e
bradicinesia (HOUETO; BINDOULA; HOFFMAN, 1995).

Domico e colaboradores mostram que a exposigdao aguda de culturas
primarias de neurbnios mesencefalicos (predominantemente  neurdnios
dopaminérgicos) ao MZ causou toxicidade, a qual foi correlacionada com disfun¢ao
mitocondrial (DOMICO et al., 2006). Outro estudo mostrou uma maior vulnerabilidade
de neurbnios dopaminérgicos frente a exposigcdo ao MZ em um modelo in vivo com o
nematddeo C. elegans (NEGGA et al., 2011; BRODY et al., 2013). Em conjunto, esses
estudos mostram uma possivel toxicidade dopaminérgica do MZ. Entretanto, os
mecanismos moleculares neurotéxicos envolvidos na acao do fungicida na DP ainda

nao estio claros.

1.5 ASPECTOS GERAIS DA DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é uma doencga neurodegenerativa progressiva,
caracterizada pela degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos que se projetam da
substancia negra pars compacta para o nucleo caudado e putamen, resultando em
diminuicdo nas concentragdes do neurotransmissor dopamina nessas regides,
levando a alteragdes fisiopatoldgicas nos circuitos dos ganglios da base, que causam
uma diminuigdo dos movimentos voluntarios (SAMII; NUTT; RANSOM, 2004; BRAAK
et al., 2003). O marcador citopatolégico da DP é a presenga de corpos de Lewy, que
sdo formados por acumulos da proteina alfa-sinucleina (GOEDERT; JAKES;
SPILLANTINI, 2017).

A primeira publicagao sobre a DP foi escrita por James Parkinson, um
médico de Londres, em 1817, cujo titulo era “um ensaio sobre a paralisia agitante”
(SAMII; NUTT; RANSOM, 2004). Nesta publicacéo ele descreveu a presenca dos

principais sintomas da DP, que sao tremor de repouso, rigidez e bradicinesia, além de
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alguns sintomas mentais que também foram notados (TYSNES; STORSTEIN, 2017).
Hoje, sabe-se que a DP pode apresentar outros sintomas motores e também nao-
motores (SAMII; NUTT; RANSOM, 2004). Dentre os sintomas n&o-motores mais
frequentemente encontrados, destacam-se disfungdo autonémica, disturbios de sono,
declinio cognitivo, depresséo e dor (SAMII; NUTT; RANSOM, 2004; GARCIA et al.,
2019).

A DP é a segunda doenga neurodegenerativa do sistema nervoso central
(SNC) mais comum, precedida apenas pela Doenca de Alzheimer (TYSNES;
STORSTEIN, 2017). Estima-se que no ano de 2016, havia aproximadamente 6,1
milhdes de pessoas afetadas pela DP no mundo, e esse numero tem aumentado
rapidamente nas ultimas décadas (FEIGIN et al., 2019). A prevaléncia da DP é de 1-
2 para cada 1000 pessoas e a doenca afeta cerca de 1% da populagdo acima de 60
anos (VON CAMPENHAUSEN et al., 2005; LAU; BRETELER, 2006). A DP é rara
antes dos 50 anos, mas existem casos em que os sintomas se desenvolvem entre 21
e 40 anos e, para estes casos (cerca de 5% dos pacientes com DP), a doenca recebe
o nome de Doenga de Parkinson de inicio jovem (MUTHANE et al., 1994; GOLBE,
1991). Apesar de afetar ambos os sexos, a DP tem uma incidéncia menor em
mulheres. Por ser uma doenca relacionada a idade, sua prevaléncia e incidéncia

aumentam com o aumento da idade do paciente (PRINGSHEIM et al., 2014).

1.5.1 Fisiopatologia da DP

A fisiopatologia da DP esta relacionada basicamente com 3 fatores: Genética,
ambiente e as interagdes entre os mesmos. Apenas 5-10% dos casos de DP possuem
uma origem genética e sao conhecidos como DP familiar. A maioria dos casos de DP
(cerca de 90%) séao classificados como DP de origem idiopatica ou esporadica, sendo
provavelmente resultado de efeitos combinados de multiplos fatores ambientais,
incluindo predisposicdo, exposicdo a agrotdxicos, exposicdo a metais pesados e
envelhecimento (CHERIAN; DIVYA, 2020). O envelhecimento é o principal fator de
risco para desenvolvimento de DP. A propria idade do paciente esta relacionada a
uma diminuicdo na presenca de neurbnios na substancia negra pars compacta
(MCGEER; MCGEER; SUZUKI, 1977). A perda das células dopaminérgicas causa
uma deplegdo de dopamina no estriado, levando a um desequilibrio entre as vias
diretas (facilitadoras) e indiretas (inibidoras) nos ganglios da base, resultando em
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bradicinesia (TINKHAUSER et al., 2017). Apesar de cada individuo com DP
apresentar sintomas proprios, algumas caracteristicas fisiopatolégicas sdo comuns a
maioria dos pacientes, e envolvem mecanismos bioquimicos como por exemplo,
neuroinflamacédo, estresse oxidativo (EO) e/ou disfungdo mitocondrial (BLOEM,;
OKUN; KLEIN, 2021). Na figura 5 sao apresentados os mecanismos fisiopatoldgicos

relacionados a neurodegeneracao na DP.

1.5.1.1 Alteragbes na geneética

As formas monogénicas da DP s&o relativamente raras, mas, durante o
diagndstico, torna-se essencial diferenciar as alteragcées genéticas da DP idiopatica,
visto que ao identificar a mutacao pode-se estabelecer, com certeza, o diagndstico de
DP. Além disso, pode ser feito um aconselhamento genético para futuras geragdes e
também podem ser desenvolvidas terapias visando genes especificos (BLOEM,;
OKUN; KLEIN, 2021).

Cerca de 15% dos pacientes com DP tém um parente de primeiro grau com a
doenca (PAYAMI et al., 1994). Ja foram descritos varios genes e locus génicos,
associados a heranca autossémica ou recessiva, séo eles: PARK-1 (SNCA), PARK-2
(Parkin), PARK-3, PARK-4, PARK-5 (Ubiquitin C-terminal hydrolase L1), PARK-6,
PARK-7 (proteina DJ1), PARK-8 (LRRK-2), PARK-9 (ATP13A2) e PARK-10 (SAMII;
NUTT; RANSOM, 2004). Abaixo serdo discutidos alguns aspectos sobre alguns
desses genes.

O primeiro gene que foi ligado com a DP familiar, foi o PARK-1, que codifica
a proteina alfa-sinucleina (POLYMEROPOULOQOS et al., 1997). Ainda nao se conhece
a funcao exata dessa proteina, mas sabe-se que ela € um dos componentes presentes
nos corpos de Lewy (SPILLANTINI et al., 1997). Alguns estudos apontam para um
papel da alfa-sinucleina na liberacdo de neurotransmissores, como a dopamina
(PEREZ et al., 2002; FORTIN et al., 2010) e na regulagédo da producédo de dopamina
através de uma interagdo com a enzima tirosina hidroxilase (PERES et al., 2012; LIU
et al., 2008).

O segundo gene foi o PARK-2, que codifica a proteina Parkina, responsavel
pela degradacao de proteinas intracelulares (KITADA et al., 1998). A Parkina, uma
ubiquitina-proteina ligase, é responsavel pela ubiquitinagdo da alfa-sinucleina. Esta
ligacdo da ubiquitina promove sinalizagbes intracelulares para a degradagédo da
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proteina onde ela esta ligada (SHIMURA et al.,, 2001). Estes achados levam a
considerar que uma falha no sistema ubiquitina-proteossoma ligase (UPS) é um
denominador comum na patogénese da DP (MCNAUGHT et al., 2001).

O terceiro gene foi o PARK-5, que codifica a ubiquitina carboxi-terminal
hidrolase L1 (UCH-L1). Essa enzima hidrolisa ligagbes entre moléculas de ubiquitina
e gera moléculas monoméricas necessarias para rotular proteinas anormais,
sinalizando-as para degradacéo pelos proteossomas (LEROY et al., 1998).

O quarto gene, PARK-7, esta ligado a uma heranga recessiva, e 0
desenvolvimento de sintomas precoces da DP. Este gene codifica a proteina DJ-1,
que esta ligada a uma resposta a EO (SAMII; NUTT; RANSOM, 2004). A proteina DJ-
1 regula vias antioxidantes, anti-apoptéticas e anti-inflamatorias (KAHLE; WAAK;
GASSER, 2009). A deplecado de DJ-1 leva a alteragdes na morfologia mitocondrial,
fragmentacao, diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial, acumulagdo de
marcadores de autofagia e reducao de niveis de ATP (THOMAS et al., 2010; WANG
et al.,, 2012). Além disso, a DJ-1 aumenta os niveis celulares de glutationa pelo
aumento da expressdo da enzima glutamato cisteina ligase (ZHOU; FREED, 2005).

O ultimo gene, PARK-6, esta associado a mutagdes na quinase 1 induzida por
PTEN (PINK-1), que esta situada na mitocéndria e parece estar associada a um efeito
protetor contra a disfungdo mitocondrial induzida pelo EO (VALENTE et al., 2004). A
PINK-1 faz com que a Parkina se ligue a mitocdndrias despolarizadas, com o objetivo
de induzir a autofagia (YOULE; BLIEK, 2012). Além de sua interagdo com a Parkina,
PINK-1 também tem acao neuroprotetora contra o EO através de sua interagdo com
a proteina DJ-1 (TANG et al., 2006).

1.5.1.2 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O cérebro consome cerca de 20% do suprimento de oxigénio do organismo
humano e uma porgéao significante desse oxigénio € convertida em espécies reativas
de oxigénio (EROs). Esta afirmagao pode explicar um pouco sobre a relevancia que
as EROs tém na patogénese da DP (JOHNSON; WILSON-DELFOSSE; MIEYAL,
2012). Além disso, o cérebro tem uma menor quantidade de enzimas destruidoras de
EROs, e uma riqueza em relagao a lipidios insaturados, que podem propagar danos
por produtos reativos da peroxidacgao lipidica (DRINGEN, 2000), tornando este 6rgao

suscetivel a danos oxidativos. Dados na literatura indicam que, em estagios iniciais
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da DP, o EO ja se apresenta como uma caracteristica importante, mesmo antes de
ocorrer uma significativa morte de neurdnios dopaminérgicos, indicando que a
geragao “descontrolada” de EROs n&o parece ser apenas um evento secundario a
progressiva neurodegeneragao, mas sim é um evento que leva a morte neuronal na
DP (Figura 5) (FERRER et al., 2010; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Figura 5. Fisiopatologia envolvida na morte celular na DP
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Fonte: Adaptado de BLESA et al., 2015.

Legenda: Diferentes vias e suas disfungbes resultantes de modificagdes genéticas em genes
relacionados a DP levam a um aumento do EO. Mutagbes ou a expressdo alterada de proteinas
resultam em um comprometimento mitocondrial, EO e dobramento proteico incorreto, contribuindo para
0 EO. O metabolismo da dopamina pode levar a oxidagdo da mesma em quinonas reativas contribuindo
para o aumento dos niveis de EROs. Toxinas ambientais prejudicam a fungado mitocondrial, aumentam
a geragao de radicais livres e levam a agregagéo de proteinas, incluindo a-sinucleina. A disfungéo
mitocondrial por inibicdo do complexo | aumenta o EO e causa um declinio na producédo de ATP,
levando a danos nos componentes intracelulares, culminando em morte celular. Além disso,
mecanismos neuroinflamatérios podem contribuir para a cascata de eventos que levam a morte celular.
Em resumo, o estresse oxidativo exerce um papel central em todos esses mecanismos celulares, os
quais estdo implicados na degeneragéo dos neurbnios dopaminérgicos na DP.

A geracao de EROs no SNC é proveniente de multiplas fontes. As EROs
podem ser provenientes de vazamento de elétrons da cadeia transportadora de
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elétrons. O anion superéxido (O27) e o perdxido de hidrogénio (H202) sdo subprodutos
das reacgbes das enzimas do complexo | (NADH desidrogenase) e do complexo Il
mitocondrial (Citocromo C redutase) (RIGOULET et al., 2011). O H202 é também
produzido naturalmente pela acdo da enzima monoamina oxidase (MAO). Nos
neurénios dopaminérgicos, a dopamina, por exemplo, é oxidada pela MAO-B, com a
concomitante producao de H202 (NAGATSU; SAWADA, 2006). A dopamina também
pode ser oxidada em dopamina-o-quinona pela acao de enzimas como a tirosinase,
cicloxigenase ou por ferro férrico (Fe®*), com a geragéo de H202 e Oz (TRIST; HARE;
DOUBLE, 2019). Além disso, a auto oxidagao da dopamina também pode gerar EROs
(H202, O27, OH®), bem como dopamina-o-quinonas pro-oxidantes e outras
neurotoxinas (SUN et al., 2018). Isso é relevante na DP pois a oxidagado da dopamina
ocorre primariamente na substancia negra, onde a morte de neurdnios esta
relacionada ao EO (JOHNSON; WILSON-DELFOSSE; MIEYAL, 2012).

Além das fontes geradoras das EROs, o SNC também tem um suprimento
grande de oxido nitrico (NO), devido a presenga da enzima éxido nitrico sintase
neuronal (NNOS), levando a producédo das espécies reativas de nitrogénio (ERNs). O
O27e 0 NO néo sao altamente reativos, mas a combinagao proveniente dos dois gera
o peroxinitrito (ONOQO™) que ¢é altamente toxico (BECKMAN, 2006). Assim como as
EROs, o (ONOQO") leva a oxidagao de proteinas, lipidios e DNA. A peroxidagao
lipidica, por sua vez, leva a formagao de aldeidos reativos, como o 4-hidroxinonenal
(4-HNE) que inibe a atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) e exacerba o
EO (JOHNSON; WILSON-DELFOSSE; MIEYAL, 2012).

Estudos mostram que o Mn presente na estrutura do MZ causa alteragao no
sistema de defesa antioxidante e geragcdo de espécies reativas (ER) devido a sua
natureza redox, resultando em oxidacgao direta de biomoléculas como lipidios, DNA e
proteinas (SPRANGER et al., 1998; CHTOUROU et al., 2011). A geracao de ER pelo
Mn também pode ocorrer de maneira indireta através da inducdao de disfungao
mitocondrial, a qual desempenha um papel central nas doengas neurodegenerativas
como a DP (KAIDERY; THOMAS, 2018).

O sistema de defesa antioxidante tem por objetivo reduzir ou inibir os danos
causados pelas ER radicalares e ndo radicalares em excesso. Esse sistema € dividido
em enzimatico e ndo enzimatico (BARBOSA et al, 2010). O sistema de defesa
enzimatico inclui as enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa

peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e peroxirredoxinas.
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A SOD catalisa a transformagao do anion superéxido em oxigénio molecular
e peroxido de hidrogénio, conforme a reagao:

202 +2 H* - 02+ H202

A CAT, por sua vez, catalisa a decomposi¢ao de peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua, conforme a reagao:

H202 — 1/2 O2 + H20

E uma enzima presente em todos os tecidos, em uma concentracdo mais
elevada no figado.

As enzimas GPx também sao responsaveis pela decomposi¢cao de H202 e
peréxidos organicos, as custas de elétrons doados pela glutationa reduzida (GSH)
conforme a reagao:

H202 + 2GSH — GSSG + 2 H20

Ja a GR catalisa a conversao de glutationa oxidada (GSSG) a GSH, com o
objetivo de manter os niveis basais da mesma.

GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP+

O NADPH consumido na reacao € proveniente da via das pentoses fosfato
(MANN, 1932, HUBER, ALMEIDA, FATIMA, 2008). Um resumo das defesas

antioxidantes enzimaticas pode ser observado na figura 6.

Figura 6. Sistemas de defesa antioxidante
(no)+ (0,)
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Fonte: Adaptado de Gandra et al. (2004).

Legenda: Em vermelho as espécies reativas formadas, em azul os metabdlitos envolvidos
nas reagdes e em verde os sistemas de defesa antioxidante.
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Em relacdo ao sistema de defesa nao enzimatico, a glutationa (GSH) é
considerada um dos principais antioxidantes. E um tripeptideo contendo tiol que,
participa da reducdo do acido ascorbico e do a-tocoferol, atua na eliminagdo de
xenobidticos e de espécies reativas, além de servir como um cofator redutor das
enzimas GPx (JOSEPH; MANNERVIK; ORTIZ, 1997; COUTO; WOOD; BARBER,
2016). Ela é formada pela ligacao peptidica entre o acido glutdmico e a cisteina,
catalisada pela enzima glutamato cisteina ligase (GCL), uma enzima chave na via de
sintese da GSH. O dipeptideo formado liga-se ao aminoacido glicina pela acado da
glutationa sintase, formando a GSH (HUBER, ALMEIDA, FATIMA, 2008).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico também é constituido por
compostos de origem dietética, como vitaminas, minerais e compostos fendlicos. O
acido ascorbico, conhecido como vitamina C, o 3-caroteno e a-tocoferol, precursores
das vitaminas A e E, respectivamente, sdo compostos vitaminicos potencialmente
antioxidantes e podem, portanto, apresentar uma atividade protetora frente a danos
oxidativos (BIANCHI; ANTUNES, 1999; PRASAD et al., 2007).

Conforme mencionado anteriormente, o cérebro € bastante suscetivel a danos
oxidativos e na DP o EO exerce um papel central. De fato, o préprio envelhecimento
parece estar relacionado a um aumento no EO. Observa-se que em individuos
saudaveis, em idade avancgada, ha uma redugao nos niveis de GSH e nas atividades
da GPx, GR e SOD quando comparados com individuos mais jovens também
saudaveis (VENKATESHAPPA et al., 2011). Essas deficiéncias nas defesas
antioxidantes podem acarretar em uma reducgao gradual da capacidade dos neurénios
da SN em compensar a producao de EROs a medida que ocorre o envelhecimento, o
que poderia explicar a vulnerabilidade desta regido a danos oxidativos na DP (TRIST;
HARE; DOUBLE, 2019).

Alteracbes no funcionamento da SOD ja foram associadas a doencas
neurodegenerativas como DA, DP e esclerose lateral amiotrofica (ELA) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 1992). Além disso, estudos demonstram uma
reducao drastica nos niveis de GSH e na atividade da GPx no SNC de pacientes com
DP (SIAN et al., 1994; DAVIES et al., 2014). Essa reducao nos niveis de GSH no SNC
pode estar associada a alteragcbes no funcionamento da enzima GCL, que é
responsavel pela sintese de GSH, sendo que essas alteragbes podem estar
relacionadas a mutacdes no gene DJ-1 (KANG et al., 1999; ZHOU; FREED, 2005).

Uma outra hipétese para esta redugao seria um desbalango entre a reciclagem de
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GSH e a produgdo de H202, ficando a mesma diminuida enquanto realiza
decomposicao do peréxido (SIAN et al., 1994).

Um outro sistema de defesa contra o EO é o sistema ubiquitina-proteassoma
(UPS), que é uma via principal de degradacédo e remoc¢ao de proteinas danificadas
(OLANOW; MCNAUGHT, 2006). Em momentos de EO, o proteassoma tem papel
protetor pela eliminagdo dessas substancias, impedindo a formagao de agregados
téxicos de proteinas oxidadas. Os aminoacidos liberados pelo UPS no momento de
degradagdo, também atuam como sequestradores de EROs, protegendo
componentes vitais da célula de processos de oxidagao (DAVIES, 2001; DAVIES;
GOLDBERG, 1987).

Outra funcdo de importdncia do UPS é a degradagdo de mitocéndrias
danificadas, diminuindo, portanto, a formacdo de radicais livres em excesso. O EO
pode causar disfuncdo no UPS, aumentando a vulnerabilidade dos neurbnios
dopaminérgicos no SNC. Defeitos no complexo | mitocondrial, por sua vez, afetam a
atividade proteassomal, oxidando componentes do proteassoma e aumentando a
producao de proteinas defeituosas.

Em pacientes com DP ja foram observadas modificacbes estruturais no
proteassoma, incluindo a perda da subunidade alfa, um componente que estabiliza e
regula o complexo proteossomal. Além disso, como discutido anteriormente,
mutagdes nos genes da UCH-L1, por ser um componente do UPS, indicam um papel

importante da disfungdo desse complexo na patogénese da DP.

1.5.1.3 Disfun¢é&o mitocondrial

Embora diversas evidéncias apontem para a presenca de EO na DP, ainda
nao é claro se isso € um evento primario ou uma consequéncia de outras disfuncdes
celulares. Ja estad bem descrito na literatura o envolvimento da disfungéo mitocondrial
na geragado de EROs na DP (SCHAPIRA, 2008; BLESA et al., 2015). As mitocéndrias
tém diversas fungdes nas células, além de seu papel na geragao de energia, elas
também estdo envolvidas na homeostase do calcio, na resposta ao estresse e em
mecanismos de morte celular (DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013).

A primeira evidéncia relacionando a disfungdo mitocondrial a DP foi em um
estudo realizado com usuarios de drogas que desenvolveram Parkinson induzido por

1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetra-hidropiridina (MPTP), um subproduto na sintese de
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meperidina. Este produto foi comercializado como “heroina”, e usuarios de drogas que
fizeram uso intravenoso da substancia desenvolveram parkinsonismo severo. Em
analises pos-morte destes individuos foi observada uma perda significativa de
neurénios dopaminérgicos na SN (LANGSTON et al., 1983).

O MPTP cruza a barreira hematoencefalica (BHE) e é capturado pelos
astrécitos, onde é metabolizado em 1-metil-4-fenilpiridinuim (MPP+) pela MAO-B e
posteriormente é liberado no espaco extracelular. O MPP+ é substrato para o
transportador de dopamina (DAT), e consegue entrar nos neurdnios dopaminérgicos
onde inibe o complexo | da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, provocando
EO e ativagdo de mecanismos de morte celular (VILA; PRZEDBORSKI, 2003). A
rotenona, outra toxina que, assim como o MPTP, produz toxicidade preferencialmente
em neurdnios dopaminérgicos, também apresenta como mecanismo primario de
toxicidade a inibicdo do complexo | (BLESA et al., 2015), indicando que uma disfuncéo
nesse complexo mitocondrial parece ser um evento chave na DP.

De fato, diversos estudos demonstram uma diminuicdo da atividade do
complexo | mitocondrial e da atividade da Ubiquinona nos individuos com DP na SN
(KEENEY et al., 2006; SHULTS et al., 1997; SCHAPIRA et al., 1989) ou em outras
regides como estriado e cortex frontal (MIZUNO et al., 1989; PARKER; PARKS;
SWERDLOW, 2008). Deficiéncias na atividade do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial € considerada uma das principais fontes de
EROs na DP, culminando em morte neuronal. Além disso, no item anterior (1.5.1.1)
foram abordados aspectos genéticos relacionados a disfungdes das proteinas DJ-1 e
Parkina, que também afetam as fungdes normais das mitocondrias, reforgcando o papel
da disfungao mitocondrial na DP.

Além disso, ha evidéncias de que o Mn interfere com a homeostase do calcio
mitocondrial, causando perda de potencial de membrana e prejuizos na sintese de
ATP, contribuindo para apoptose (FARINA et al., 2013; IJOMONE et al., 2019).
Fungicidas EBDCs, contendo Mn na estrutura, como o maneb, causam inibicdo do
complexo Ill da cadeia transportadora de elétrons e o MZ ja foi associado a uma
diminuigdo do complexo | em modelos in vivo com C. elegans (ZHANG et al., 2003;
BAILEY et al., 2016).
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1.5.1.4 Neuroinflamagéo

Diversas evidéncias tém demonstrado a participagcdo da neuroinflamacao na
DP, pela ativagdo da micréglia. A microglia é composta por células fagociticas do
sistema imune inato do SNC, que sao ativadas apds injuria do cérebro ou por resposta
imunoldgica (BLOCK; ZECCA; HONG, 2007). A microglia, quando ativada, é fonte
importante de O2" e NO, que podem levar a um quadro de EO no SNC. Além disso,
elas também podem promover neurodegeneracgéao pela produgao de outros compostos
téxicos como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) (DUMONT; BEAL, 2011; BLOCK;
ZECCA; HONG, 2007, CEULEMANS et al., 2010; CHERET et al., 2008).

A microglia, porém, tem dupla funcdo no SNC, agindo como células
neuroproteroras pela eliminacdo de substancias enddgenas e exogenas, além de
possuir altos niveis de GSH e GPx, que protegem contra niveis toéxicos de H20:2
(MARTIN; TEISMANN, 2009).

Microglia ativada, linfocitos T e um aumento de mediadores inflamatorios
foram encontrados no cérebro e fluido cérebro espinhal de pacientes com DP
(HIRSCH et al., 2006; HUNOT et al., 1999; MOGI et al., 1996). Em modelos in vitro e
in vivo utilizando toxinas, como o MPTP, também foi observado ativagdao da micréglia
(HERRERA et al., 2000; MCNAUGHT; JENNER, 2002).

Na DP, a morte de neurbnios dopaminérgicos libera proteinas oxidadas,
lipidios e DNA no espago extracelular, que sdo reconhecidos como moléculas
danosas pela microglia, causando a sua ativacédo. Essa ativacdo da micréglia leva a
formacao de citocinas, aumento da produgdo de EROs e ERNs e diminuicdo da
secrecao de fatores troficos responsaveis pela manutencéo da viabilidade neuronal.
Essa degeneracdo neuronal causada pela ativagdo da microglia, faz com que
novamente ela se torne ativa, ocasionando um ciclo neurotéxico vicioso (BLOCK;
ZECCA; HONG, 2007).

Estudos recentes associam a exposicdo ao Mn com uma resposta pro-
inflamatdria, através da ativagao de NF-kB que culmina com o aumento na producao
de citocinas pré-inflamatdrias incluindo interleucina 6 (IL-6), interleucina 1B (IL- 1B) e
TNF-a (LI et al., 2018; POPICHAK et al., 2018). WEIS et al., 2019 demonstrou
aumento de IL-6, IL-1B e TNF-a em macréfagos murinos tratados com MZ. Ja um
estudo realizado com células periféricas isoladas de sangue humano, tratadas in vitro

com concentragdes nao citotoxicas de MZ demonstrou que ele possui um efeito
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inibidor da produgao de TNF-a (MANDARAPU et al., 2014). Corsini et al., 2005 em
seu estudo realizado com amostras de trabalhadores da agricultura, expostos
ocupacionalmente ao MZ, também demonstrou uma reducgao na liberacdo de TNF-a
induzida por LPS.

1.6 EXPOSICAO A AGROTOXICOS E A DP

A exposicao a agrotoxicos ja foi associada a diversos problemas de saude nos
humanos. Sabe-se que a exposicao até mesmo a baixas concentragdes desses
toxicantes esta ligada ao surgimento de doengas neurodegenerativas como DP, DA e
ELA (FRANCO et al., 2010; COLOSIO et al., 2003).

Existem evidéncias fortes de que os organofosforados, carbamatos,
piretréides e inseticidas organoclorados causam neurotoxicidade (COLOSIO et al.,
2003). Outro agrotoxico importante neste cenario é o herbicida paraquat (PQ), o qual
ganhou atencdo consideravel pela literatura devido a sua similaridade quimica ao
MPTP, levando a comunidade cientifica a especular o PQ como uma neurotoxina
dopaminérgica. De fato, existem inUmeros estudos epidemiologicos (LIOU et al., 1997;
TANNER et al., 2009; TANNER et al.,, 2011; WEED et al., 2021) e experimentais
(THIRUCHELVAM et al., 2000; BASTIAS-CANDIA; ZOLEZZI; INESTROSA, 2018)
que relatam uma associagao entre a exposicdo ao PQ e o desenvolvimento da DP.
Um estudo realizado por Ascherio et al. (2006) demonstrou que pacientes expostos a
pesticidas tem uma prevaléncia 70% maior de desenvolver DP do que individuos do
grupo nao exposto. Sabe-se também que a exposigao prolongada a esses compostos,
aumenta o risco de efeitos neuroldgicos a longo prazo (MORETTO; COLOSIO, 2011).

Em relagdo a exposi¢cdo ao MZ, ainda ndo existem evidéncias suficientes
capazes de sustentar ou descartar uma possivel associagdo com o desenvolvimento
da DP. Entretanto, estudos em humanos, culturas de células e animais expostos ao
MZ demonstraram um aumento dos niveis de Mn no sangue, células e tecidos,
respectivamente (MORA et al., 2018, HOFFMAN; TROMBETTA; HARDEJ, 2016;
COSTA-SILVA et al., 2018). O aumento dos niveis de Mn associado ao aumento dos
niveis de ETU, foram relacionados ao desenvolvimento de problemas
neurocomportamentais em criangcas expostas ao MZ em plantacbes de banana na
Costa Rica (MORA et al., 2018).
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Além disso, um caso foi relatado na literatura de um homem de 55 anos que
ingeriu acidentalmente aproximadamente 5 gramas de fungicida contendo MZ. Ele
desenvolveu uma forma severa de parkinsonismo, n&o responsiva ao tratamento com
levodopa (um precursor da dopamina amplamente utilizado na terapia da DP), mas
que apos 8 meses cursou com melhora espontanea do quadro e auséncia de sinais
de parkinsonismo (ERRO et al., 2010).

Estudos com o nematédeo C. elegans ja demonstraram que o sistema
dopaminérgico € alvo da exposigdo aguda e também crénica ao MZ (NEGGA et al.,
2011; BRODY et al., 2013). A toxicidade do MZ foi bloqueada quando os vermes
foram pré-tratados com um antagonista do transportador da dopamina, o que sugere
que o fungicida pode estar entrando nos neurdnios dopaminérgicos por este
transportador pré-sinaptico (MONTGOMERY et al., 2018). Entretanto, ainda ndo esta
claro se o MZ tem o mesmo potencial de causar danos nos neurdnios dopaminérgicos,
como faz o Maneb, ou se ele também ¢é capaz de aumentar o risco para o
desenvolvimento de DP (BARLOW et al., 2005; COSTELLO et al., 2009; MECO et al.,
1994). Tendo em vista que o mecanismo causador de citotoxicidade do MZ envolve
EO e disfungcao mitocondrial, ndo é irracional pensar que os neurdnios dopaminérgicos
seriam vulneraveis a esta exposi¢cao (RICHARDSON et al., 2019). No entanto, estudos
sao necessarios para tentar esclarecer os mecanismos envolvidos na citotoxicidade

deste agrotéxico.
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2  JUSTIFICATIVA

Estudos epidemioldgicos vém mostrando uma associagéo entre a exposigao
ocupacional a agrotoxicos com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
como a DP (POUCHIEU et al., 2017 TANGAMORNSUKSAN et al., 2018). Esses
estudos sugerem que o uso de fungicidas DTCs, como o MZ, na agricultura pode
representar uma fonte de Mn para a populacdéo (MORA et al., 2018). Altas
concentragdes de Mn no cérebro tém sido correlacionadas com o desenvolvimento de
neuropatologias como a DP (MARTINS et al., 2019). Entretanto, os mecanismos de
neurotoxicidade do MZ e a possivel relacdo da exposi¢cao a esse agrotdoxico com o
desenvolvimento de DP foram pouco estudados até o presente momento.

Nosso estudo visa investigar os mecanismos de citoxicidade do MZ, um dos
agrotoxicos mais utilizados no Brasil e no estado de SC, e avaliar o impacto da
exposicdo a esse composto no desenvolvimento da DP, com potencial foco em
parametros de EO, funcdo mitocondrial e inflamagdo. A investigacdo desses
parametros podera auxiliar no entendimento dos mecanismos associados a
degeneragdao dopaminérgica induzidos pelo fungicida e poderao representar
conhecimento basico para estudos posteriores no tema de toxicidade de agrotoxicos,
que busquem compreender melhor a patogénese da DP, visando o desenvolvimento

de novas terapias ou estratégias preventivas para a doenca.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do estudo ¢é investigar os mecanismos de toxicidade induzidos
pelo fungicida MZ, em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, com potencial

foco em parametros de EO, fungédo mitocondrial e inflamacgao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Avaliar a toxicidade do MZ nas células SH-SY5Y por meio de marcadores de
viabilidade e morte celular;

ii. Investigar se a exposicdo ao MZ causa alteragdes em marcadores de EO
(geragao de ER, niveis de GSH e peroxidacgao lipidica);

iii. Avaliar o efeito da exposicdo ao MZ sobre o potencial de membrana
mitocondrial;

iv. Avaliar se a exposi¢cdo ao MZ causa alteragdes nas citocinas inflamatarias,
IL-6, IL-1B e TNF-q;

v. Investigar se a exposi¢ao ao MZ induz dano ao DNA nas células SH-SY5Y.
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES

Os compostos MZ, dimetilsulfoxido (DMSO), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-brometo)
il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), iodeto de propidio (IP), L-glutamina, 2',7'-Diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), acido 4-terc-butilbenzoico, 5,5'-ditiobis-(2-acido
nitrobenzdico) (DTNB), 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetil-iodeto de
imidacarbocianina (JC-1) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O
meio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12 (DMEM-F12)
e o soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da empresa Gibco Life Technologies
(Carlsbad, CA). O composto Bodipy 581/591 C11 foi adquirido da Thermofischer

cientific. O acido ascorbico foi adquirido da Exodo cientifica.

4.2 CULTIVO CELULAR:

Para realizacdo dos experimentos in vitro foram utilizadas culturas da
linhagem de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). A escolha do tipo celular
baseia-se no fato de que as células SH-SY5Y apresentam caracteristicas
semelhantes as de neurbénios dopaminérgicos, que séo o tipo celular afetado pela DP,
e, portanto, sdo consideradas um bom modelo para estudar a doenga (XICOY;
WIERINGA; MARTENS, 2017).

Essas células foram cultivadas em meio DMEM-F12, suplementado com 10%
de SFB, 2 mM de glutamina, 0,28 pg/uL de gentamicina e 250 ug de anfotericina B e
mantidas a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de COa2. A troca de meio ocorria a
cada dois dias e, quando as células atingiam uma confluéncia de 80-90%, eram
realizados os repiques utilizando solucéo de tripsina-EDTA a 0,05%.

Para os experimentos as células foram cultivadas em placas de 6, 12, 24 ou
96 pocos, dependendo da necessidade experimental e foram utilizadas entre a 42 e

102 passagem.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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O MZ foi dissolvido em DMSO puro para preparar uma solugdo mée de
concentracdo 30 mM. A dissolucdo foi realizada no momento do tratamento, com o
auxilio de vortex, por um tempo aproximado de 3 minutos, obtendo-se uma mistura
translucida de coloragdo alaranjada-marrom. Apoés, foram feitas diluigbes sucessivas
utilizando DMSO 1:50 (que foi utilizado como veiculo) com o objetivo de obter-se
aliquotas em diferentes concentracbes para a realizagdo dos tratamentos. A
concentracéo final de DMSO nas células ndo excedeu 0,05%.

Primeiramente, as células foram expostas ao veiculo (DMSO 1:50) ou a
concentragdes crescentes de MZ (1 — 30 yM) durante 24 horas. Apods este periodo,
foram realizadas analises de viabilidade e morte celular. Em sequéncia, com base nos
resultados obtidos nessas analises, foram escolhidas as concentra¢des de 6, 10 e 20
MM para a realizacdo dos experimentos posteriores.

Com as concentragdes definidas previamente, foram repetidos os ensaios de
viabilidade e morte celular em tempos diferentes (1, 3, 6, 12, 24 e 48 h) de exposicao,
para avaliar a toxicidade temporal do MZ. Para avaliagcado dos mecanismos envolvidos
na citotoxicidade do MZ, as células foram expostas ao fungicida nas concentracdes
de 6, 10 ou 20 pM, durante 1, 3, 6 ou 24 h. A concentragédo de MZ e o tempo de
exposigao utilizados variaram dependendo do parametro investigado e estao descritos
nas segdes abaixo.

Em experimentos paralelos, as células foram tratadas com veiculo (PBS) ou
com o antioxidante acido ascorbico em uma concentracido de 50 uM e, apos 15
minutos, foram expostas ao veiculo (DMSQO) ou ao MZ nas concentragdes de 6, 10 e
20 uM. Apds 48 h, foram realizados ensaios de viabilidade celular.

Todos os ensaios foram realizados em duplicatas sendo os resultados
provenientes de pelo menos 3 experimentos independentes com células em diferentes

passagens.

4.4 ENSAIOS DE VIABILIDADE E MORTE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de reducdo do MTT. Este
ensaio avalia a capacidade das desidrogenases mitocondriais celulares de reduzir o
sal tetrazolico MTT, de coloracdo amarelada, em um composto de coloragao azulada,

o formazan.
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As células foram semeadas em placas de 96 poc¢os a uma densidade de 2,2 x
10% células por pogo. Apds 48 h do plaqueio, as células foram expostas ao MZ ou ao
veiculo nas concentracdes e tempos mencionados anteriormente. Apds o periodo de
exposicao, foi retirado o meio da placa e adicionado aos pogos 100 yL de MTT (0,5
mg/mL em solugédo tampao Hank’s, HBSS), que foi incubado por 1 hora a 37°C, ao
abrigo da luz. Em seguida, o MTT foi removido e foi adicionado 100 uL de DMSO puro
para a solubilizacao dos cristais de formazan. Em sequéncia, foi realizada uma leitura
pontual de absorbancia no espectrofotometro (Multileitora Infinite M200) no
comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem
do controle (células nao tratadas, 100%).

Para avaliar a morte celular, foi utilizado o ensaio de incorporagéo do IP (ROSA
et al., 1997). O IP é um marcador fluorescente de coloragao vermelha que consegue
penetrar na membrana da célula (se esta estiver permeavel) e se intercalar ao DNA.
Esta permeabilidade acontece nos estagios finais de apoptose e necrose celular.

As células foram semeadas em placas de 96 po¢os a uma densidade de 2,2 x
10% células por pogo. Apds 48 h do plaqueio, as células foram expostas ao MZ ou ao
veiculo nas concentragdes e tempos previamente mencionados. Apos o periodo de
exposicao, foram adicionados 10 pyL de uma solugao de Triton X-100 a 2% nos pogos
do controle positivo (100 % de morte). Em seguida, foi adicionado, em cada pogo, 5
ML de uma solugéo de IP 147 ug/mL e as células foram incubadas por 20 minutos a
37°C. Posteriormente, foi realizada a leitura da fluorescéncia em 535 nm de excitagao
e 617 nm de emissao. Os resultados foram expressos em porcentagem em relagao
ao controle positivo (100% de morte celular, células tratadas com Triton X-100 2% por

10 minutos).

4.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

451 Producao de espécies reativas (ER)

A producao intracelular de ER foi detectada utilizando o diacetato 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (ALI et al., 1992). A sonda fluorescente DCFH-
DA é desacetilada por acéo de esterases celulares formando o composto 2',7'-dicloro-
dihidro-fluoresceina (DCFH) que, por sua vez, reage com EROs e ERNs intracelulares
para formar o composto fluorescente 2’, 7°- diclorofluoresceina (DCF). A DCF emite
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fluorescéncia proporcional a quantidade de ER produzidas nas células. Para este
experimento as células foram semeadas em placas de 12 pogos, com uma densidade
de 25,8 x 10* células por poco. Apds 48 h do plaqueio, as células foram expostas a
um tratamento de 1 h com veiculo (DMSO), MZ (6 pM) ou peroxido de terc-butila
(TBOOH) 50 uM, que foi utilizado como controle positivo do ensaio. Ao final do periodo
de exposicao, retirou-se o meio e as células foram lavadas com HBSS a 37°C.
Posteriormente foram incubadas com uma solugdo de DCF 10 yM em HBSS por 30
minutos a 37°C no escuro. Apds a incubacéo, a DCF foi retirada e as células foram
lavadas com PBS 0,01 M. Em seguida, foi adicionada uma solu¢dao de PBS 0,01 M
com tripsina 1X em cada pogo e as células foram incubadas por 3 minutos a 37°C,
seguido da adicdo de uma solucdo de SFB a 1% em HBSS para cessar a reagéo da
tripsina. As células foram entéo coletadas e centrifugadas a 6 x g durante 3 minutos
em temperatura ambiente. Foram realizadas lavagens com HBSS seguidas de
centrifugacao por 2 vezes. Por fim, as células foram ressuspendidas em 200 uL de
HBSS e transferidas para tubos de citometria. Foi realizada a analise da fluorescéncia
no citbmetro de fluxo BD® Facs Canto 1I®, no LAMEB-UFSC no canal FITC (515 - 545
nm), avaliando 10 mil eventos por amostra. A analise dos dados provenientes da
citometria foi realizada pelo software Floreada.io. A producéo de espécies reativas foi

expressa pela porcentagem do controle (células tratadas com veiculo, DMSO).

4.5.2 Producao do radical anion superoxido (O2™)

A produgédo do O2" foi determinada pelo ensaio do dihidroetidio (DHE), de
acordo com o protocolo previamente descrito (BINDOKAS et al.,, 1996). O DHE
atravessa as membranas celulares com facilidade e é convertido a etideo, pelo radical
superoxido. O etideo € um composto fluorescente de cor vermelha que se intercala
ao DNA, permanecendo no interior das células. Logo, a leitura de fluorescéncia obtida
no ensaio corresponde diretamente a quantidade de anion superoxido produzida. As
células foram semeadas em placas de 24 pogos a uma densidade de 1,3 x 10° células
por pogo. Apds 48 h do plaqueio, as células foram tratadas com veiculo (DMSO), MZ
(6 uM) ou PQ 100 uM (controle positivo) durante 1 e 3 horas. Apds os tratamentos, o
meio de cultura foi removido por inversdo e as células lavadas 1x com HBSS
previamente aquecido a 37°C e, posteriormente incubadas com uma solu¢ao de DHE
na concentragdao de 10 uM, seguido de incubacao por 30 minutos a 37°C. Apds a
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incubacao, as células foram lavadas 1 x com HBSS e a leitura foi realizada em
multileitor de placas (Infinite M200 — TECAN) nos comprimentos de onda de 488 nm
de excitacado e 585 nm de emissao, respectivamente. A producido do Oz foi expressa

pela porcentagem do controle (células tratadas com veiculo).

4.5.3 Analise da ocorréncia de peroxidagao lipidica de membrana

A producao de hidroperodxidos lipidicos foi determinada utilizando Bodipy
581/591 C11 (C11-BODIPY%81%91) conforme descrito previamente por Naguib, 1998.
O Bodipy 581/591 C11 € uma sonda fluorescente lipofilica sensivel a peroxidagao
lipidica. Esta sonda apresenta uma estrutura anfipatica, na qual um substituinte de
acidos graxos de cadeia longa de 11 carbonos fornece o carater nao polar e facilita a
sua incorporagcdo na membrana plasmatica. Nela também ha uma porg¢ao polar, com
o segmento fenilbutadieno, que contém ligagcées duplas suscetiveis a oxidagdo por
radicais peroxil. A oxidacao do fluoréforo leva a mudanga de sua fluorescéncia do
vermelho para o verde, fornecendo uma indicacdo de peroxidacado de lipidios da
membrana, que pode ser medida pela citometria de fluxo (Naguib, 1998).

Para este experimento as células foram plaqueadas em placas de 12 pocos,
com uma densidade de 25,8 x 10* células por pogo. Apds 48 h do plaqueio, as células
foram tratadas com veiculo (DMSO) ou MZ 6 uM durante 3 horas. As células foram
também tratadas, durante 2 horas, com cumenohidroperéxido (CuOOH) 25 uM, que
foi utilizado como controle positivo do ensaio. Ao final do periodo de exposicéao, retirou-
se 0 meio de cultura e as células foram lavadas com HBSS a 37°C. Posteriormente
foram incubadas com uma solugao de Bodipy 10 uM por 30 minutos a 37°C, no escuro.
ApoOs a incubacao, a sonda Bodipy foi retirada e as células foram lavadas com PBS
0,01 M. Em seguida, foi adicionada uma solu¢do de PBS 0,01 M com tripsina 1X em
cada pogo e as células foram incubadas por 3 minutos a 37°C, seguido da adigédo de
uma solugdo de SFB a 1% em HBSS para cessar a reagao da tripsina. As células
foram entao coletadas por tripsinizagao e centrifugadas a 6 x g, durante 3 minutos em
temperatura ambiente. Foram realizadas lavagens seguidas de centrifugacao por 2
vezes. Por fim, as células forma ressuspendidas em 200 uL de HBSS e transferidas
para tubos de citometria. Foi realizada a analise da fluorescéncia no citbmetro de fluxo
BD® Facs Canto lI® no LAMEB-UFSC nos canais FITC (excitagdo/emissdo de
515/545 nm, sonda oxidada, verde) e PE (excitacdo/emissao de 564-606 nm, sonda
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reduzida, vermelho). A analise dos dados da citometria foi feita através do software
Floreada.io e os resultados foram calculados pela razdo entre a fluorescéncia da
sonda oxidada sobre a fluorescéncia da sonda reduzida (FITC/PE). Os resultados

foram expressos em porcentagem do controle (células tratadas com veiculo).

454 Determinagao do conteudo de tidis nao proteicos (NPSH)

A avaliagdo da concentragao intracelular de GSH foi realizada por meio da
determinacdo da quantidade de tidis n&o proteicos, conforme previamente
padronizado por Ellman, 1959. O método é baseado na ligagdo do composto DTNB a
grupos tidis (SH) presentes em moléculas nao proteicas com a liberagao do 5,5’tiobis-
(2-acido nitrobenzaoico) (TNB), o qual absorve luz e transmite em um comprimento de
onda especifico, proporcional a quantidade de NPSH presente na amostra (ELLMAN,
1959). Aproximadamente 95% do conteudo de NPSH corresponde a GSH (COOPER,
1998).

Para este ensaio as células foram semeadas em placas de 6 pogos a uma
densidade de 64,5 x 10* células por pogo. Apds 48 h do plaqueio, foram realizados os
tratamentos com MZ (6 pM) ou veiculo (DMSO). Apds 3 horas de exposigao ao MZ, o
meio foi removido por inversao e os pocos lavados com PBS a 37°C. Posteriormente
adicionou-se 200 yL de uma solugao de PBS + Triton X-100 0,5% nos pogos e as
células foram coletadas por raspagem. Foi coletado o conteudo de 3 pogos para cada
condigado experimental. Reservou-se 20 pyL de amostra para dosagem de proteinas e,
ao restante (cerca de 180 pL), adicionou-se 180 uL de acido tricloroacético (TCA) 10%
gelado, seguido de agitagao no vortex, para a precipitagao das proteinas. As amostras
foram centrifugadas a 5.000 x g por 10 minutos a 4° C e o conteudo de NPSH foi
dosado no sobrenadante por meio da incubacdo com DTNB 10 mM em Tampao
Fosfato de Potassio — TFK, 1M pH 7,0. A leitura das absorbancias foi realizada em
multileitor de placas (Infinite M200 — TECAN) no comprimento de onda de 412 nm e
uma curva de GSH foi utilizada para calcular o conteudo de NPSH (nmol de NPSH/mg
de proteina). Os dados foram expressos como percentual do controle (células tratadas

com veiculo).
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4.5.5 Avaliagao da protecao do acido ascorbico na perda de viabilidade

causada pela exposi¢gao ao MZ

Para a avaliacado da protecao do acido ascorbico frente ao dano a viabilidade
causado pelo MZ foram realizados ensaios de MTT. As células foram expostas a acido
ascorbico em uma concentracéo de 50 uM e, apds 15 minutos, foi adicionado MZ nas
concentracdes de 6, 10 e 20 uM e veiculo, que foram incubados por 48 h. Apos foi
realizado o ensaio do MTT conforme descrito no item 4.4.

Fotos representativas dos grupos foram adquiridas, em microscopia de campo
claro, com o microscépio invertido IX 86 Olympus no LAMEB-UFSC em um aumento
de 200x.

4.6 PARAMETROS DE FUNCAO MITOCONDRIAL

4.6.1 Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A técnica envolvendo o uso do corante JC-1 foi desenvolvida para detectar o
PMM em células saudaveis e apoptéticas em varios tipos de células, como neurdnios,
miodcitos, células endoteliais etc. O JC-1 é um corante catiénico lipofilico (exibindo
naturalmente fluorescéncia verde) que é capaz de entrar na mitocdndria onde se
acumula e, de maneira dependente da concentragdo, comeca a formar complexos
reversiveis chamados agregados J que exibem excitagcdo e emissdo no espectro
vermelho (maximo em ~ 590 nm) ao invés do verde. Assim, em células saudaveis com
um PMM normal, o corante JC-1 entra e se acumula nas mitocondrias energizadas e
carregadas negativamente e forma espontaneamente J-agregados fluorescentes
vermelhos. Em contraste, em células ndo saudaveis ou apoptdticas, o JC-1 entra nas
mitocéndrias em menor grau, pois o interior da mitocdndria € menos negativo devido
ao aumento da permeabilidade da membrana e consequente perda de potencial
eletroquimico. Nesta condi¢cao, o JC-1 ndo atinge uma concentragao suficiente para
desencadear a formacao de agregados J, mantendo assim sua fluorescéncia verde
original. Com base nessas premissas, a proporgao de fluorescéncia vermelha/verde
do corante na mitocondria pode ser considerada como uma avaliacéo direta do estado

de polarizagdo da mitocdndria. Portanto, uma perda no PMM é indicada por uma
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reducdo na proporcdo de intensidade de fluorescéncia vermelha para verde
(SIVANDZADE; BHALERAO; CUCULLO, 2019).

Para a realizacdo deste ensaio as células foram semeadas em placas de 96
pocos a uma densidade de 2,2 x 10* células por poco. Apds 48 h do plaqueio, as
células foram expostas ao veiculo (DMSO), ao MZ nas concentragdes de 6, 10 e 20
MM ou a 1 yM do composto carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP),
um agente despolarizante utilizado como controle positivo do ensaio. As células foram
incubadas com os tratamentos por 3 h, exceto o FCCP, cuja incubagéo foi de 1 hora.
Em seguida, foi realizada 1 lavagem com HBSS a 37° C e as células foram incubadas
com uma solugado contendo 5 puM de JC-1 por 20 minutos a 37° C. Realizou-se
novamente uma lavagem com HBSS para retirar vestigios da sonda que nao entrou
nas células e a fluorescéncia foi mensurada nos comprimentos de onda de 488 nm de
excitacdo e 590 nm de emissao, para a fluorescéncia vermelha, e em 488 nm de
excitacdo e 525 nm de emissao, para a fluorescéncia verde, respectivamente, em
multileitor de placas (Infinite M200 — TECAN). Os resultados foram calculados pela
razao entre a fluorescéncia vermelha/verde e expressos em porcentagem do controle

(células tratadas com veiculo).

4.7 DOSAGEM DE CITOCINAS INFLAMATORIAS

Para este trabalho, foram avaliadas as citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-18 e
TNF-a pelo método de imunoensaio enzimatico (ELISA). O protocolo de ensaio foi
realizado conforme a bula do fabricante ThermoFischer Scientifc. O método consiste
em um ELISA do tipo sanduiche, onde ha a presenca de um anticorpo de captura, que
€ adicionado a placa e se adere a superficie. Apos lavagens para retirar anticorpos
livres, sdo adicionadas as amostras que podem conter antigenos, que se ligam aos
anticorpos de captura nos pogos. Realiza-se nova lavagem para retirar antigenos nao
capturados. Adiciona-se um conjugado especifico para o antigeno alvo, e novamente
se realiza uma lavagem para retirada de conjugados livres. Por fim, um cromdégeno e
um substrato sao adicionados e se o0 mesmo for oxidado pela enzima havera a
formacao de cor, que é medida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de
450 nm.

Para este ensaio as células foram plaqueadas em placas de petri numa

densidade de 4 x 10° células por placa. Apés 48h do plaqueio, as células foram
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tratadas com veiculo (DMSO) ou MZ (6 uM) durante 3, 6, 24 e 48 horas. O meio de
cultivo foi coletado e utilizado para a dosagem das citocinas conforme o kit comercial
disponivel.

Os resultados formam calculados pela equacao da reta proveniente da curva
de concentracao padrao de cada kit. Os limites de detecgdo do método foram 2 pg/mL

para IL-6 e IL-18 e 4 pg/mL para TNF-a.

4.8 AVALIAGAO DE DANO AO DNA

Para avaliacdo do dano no DNA nas células SH-SY5Y utilizou-se a técnica do
ensaio cometa, descrito por Singh et al. (1988) e adaptado por Tice e colaboradores
(2000).

As células foram plagueadas em placas de 6 pocos a uma densidade de 64,5
x 10* células por pogo. Apos 48 h, foram realizados os tratamentos com MZ 6 uM e
veiculo (DMSO) e as células foram incubadas por 24 h. Apds esse periodo, foi
realizado um processo de tripsinizagao, seguido de inativagao da tripsina e coleta das
células. Em seguida, as células foram centrifugadas e posteriormente ressuspendidas
em meio DMEM-F12, onde ficaram armazenadas, de 2-8° C, por 24 horas até serem
encaminhadas ao laboratério parceiro para analise. La foram preparadas as laminas
com uma cobertura de gel de agarose de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point
ou NMP). A agarose foi diluida em agua, aquecida em forno de micro-ondas e
colocada em cubetas, onde as laminas foram mergulhadas. Posteriormente, limpou-
se um dos lados da lamina com papel absorvente e as mesmas secaram em
temperatura ambiente. Apds este periodo as laminas foram armazenadas em um local
seco. Com as laminas e amostras prontas para uso, aqueceu-se a agarose de baixo
ponto de fusdo (Low Melting Point ou LMP) até aproximadamente 37 °C em micro-
ondas. Com o auxilio de uma micropipeta misturou-se 95 uL de agarose LMP e 5 uL
de suspensao de células e adicionou-se 95 L dessa mistura sobre as laminas que ja
continham agarose NMP e imediatamente cobriu-se com uma laminula. O material foi
colocado horizontalmente em uma camara umida na geladeira por aproximadamente
5 minutos, para solidificacao da agarose. Apoés, as laminas foram colocadas dentro de
uma cubeta, com uma solucéo de lise gelada, por um periodo minimo de 2 horas para
que depois fosse realizada a etapa de eletroforese dessas laminas. A solucao de lise
€ composta de 99 ml de solugao de lise mae (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM)
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com 10 ml de DMSO e 1 ml de Triton x-100. Nessa etapa ocorre o desdobramento do
DNA.

Para realizar a eletroforese preparou-se um tampéao alcalino (NaOH, EDTA
200 mM e agua destilada em pH 10) cuja temperatura de uso € 4°C. As laminas foram
entdo retiradas da lise e posicionadas na cuba de eletroforese. O tampéao de
eletroforese foi adicionado, no qual as Iaminas ficaram expostas por 20 minutos, para
permitir a expressao de sitios alcali-labeis. Em seguida foi realizada a eletroforese por
20 minutos em geladeira, sob as condi¢cdes de 25 V e 300 mA. Apds a corrida, as
laminas foram retiradas da cuba e lavadas com tampao de neutralizagao (Tris 0,4M,
pH 7,5) por 3 vezes, com intervalos de 5 minutos entre cada lavagem. Em seguida, as
laminas foram lavadas com agua destilada, por 3 vezes, e deixadas para secara 37°C,
por no minimo 2 horas. Para a fixagdo do material, as laminas foram mergulhadas por
10 minutos em solugdo fixadora (acido tricloroacético 15%, sulfato de zinco
heptahidratado 5% e glicerol 5%). Apds a fixagao, foram realizadas 3 lavagens com
agua destilada e as laminas foram colocadas para secar por 2 horas a 37°C. Uma
lamina de amostra tratada com H202 10 uM foi utilizada como controle positivo para
este ensaio. As laminas foram coradas seguindo o método de coloracdo de prata
descrito por Nadin e colaboradores (2001). Para isto, as laminas foram reidratadas
por 5 minutos em agua destilada. Fez-se a mistura a das solugbes A (carbonato de
sédio 5%) e B (nitrato de aménio 0,02%, nitrato de prata 0,02%, acido tungstosilicico
0,1%, formaldeido 0,05%) imediatamente antes do uso. As laminas foram submersas
em cubetas que continham a solugdo de corante A+B por 15 minutos, sendo
levemente agitadas a cada 5 minutos. Apos atingir uma coloragdo acinzentada, as
ldaminas foram novamente lavadas com agua destilada e mergulhadas em uma
solugao de parada (acido acético 1%) por 5 minutos. Depois foram lavadas novamente
com agua destilada e a secagem foi em temperatura ambiente. Apds secagem, as
ldminas estavam prontas para serem analisadas.

A analise foi feita em duplicata pelo mesmo observador em dias diferentes.
Foram avaliadas 50 células por lamina em microscépio 6ptico no aumento de 200x. A
intensidade do dano de DNA ou indice de dano total (IDT) foi classificada de 0 a 4,
sendo 0: auséncia de dano, 1: células com dano minimo, 2: células com danos meédios,
3: células com danos intensos e 4: células com danos maximos. Os valores de 0 a 4

dos 100 nucleos celulares analisados para cada condicdo experimental foram
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somados, resultando no valor individual, que pode variar de 0 a 400 unidades

arbitrarias. O resultado foi expresso pelo IDT em unidades arbitrarias.

4.9 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A determinagcdo da concentragdo de proteinas foi realizada conforme o
método descrito por Lowry e colaboradores (1951). Para este ensaio uma curva
padrao de albumina de soro bovino foi utilizada para o calculo da concentragcdo de

proteinas celular.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism 8.4.3
(Dotmatics 2022). Analises de variancia (ANOVA) de uma via foram utilizadas para
avaliar as diferengas entre grupos, seguidas do teste de comparagdes multiplas de
Dunnett. Foram também realizadas ANOVA de duas vias para avaliar as diferencas
entre grupos de tratamentos, seguidas do pos-teste de Tukey. Diferencas entre o
grupo controle (células tratadas com veiculo) e o grupo MZ foram avaliadas através
do teste t de Student. Os dados foram representados como média + erro padrao da

média e as diferengas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CITOTOXICIDADE DO MZ EM CELULAS SH-SY5Y

Em um momento inicial, avaliou-se o efeito da exposicdo ao MZ (1- 30 uM),
durante 24 horas, na viabilidade das células SH-SY5Y. O objetivo deste primeiro
experimento foi avaliar a citotoxicidade do fungicida, para entdo definir as
concentracdes que seriam utilizadas nos experimentos posteriores.

A exposi¢ao ao MZ nas concentragdes de 1 e 3 yM nao provocou redugao
significativa na viabilidade celular. Ja as concentragdes de 6, 10, 15, 20 e 30 uM foram
capazes de reduzir significativamente a viabilidade das células SH-SYSY (Figura 7A).
Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Tsang e Trombetta
(2007), que observaram uma significativa redugao de viabilidade celular em culturas
de astrocitos de ratos, a partir do tratamento com uma concentragao de 10 yuM de MZ,
indicando que o fungicida, em baixas concentra¢des € capaz de alterar a viabilidade
celular.

Figura 7. Efeitos da exposi¢cao ao MZ na viabilidade e morte das células SH-SY5Y.
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Legenda: As células foram tratadas com concentragdes crescentes de MZ (1-30 yM) por um
periodo de 24 horas. A: A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redugdo do MTT. Os
resultados foram expressos em porcentagem do controle. B: A morte celular foi determinada pelo
ensaio de incorporagédo do iodeto de propidio. Os resultados foram expressos em porcentagem de
morte celular, calculados em relagédo ao controle positivo de morte (células tratadas com Triton X-100
2%). Os dados representam a média + erro padrdo da média. Os dados séo referentes a experimentos
feitos em células em diferentes passagens (N=7). * p<0,05 e *** p<0,001 **** p< 0,0001 indicam
diferenga estatistica em relagcao ao grupo controle (células tratadas com veiculo) através de analise de
variancia de uma via, seguida pelo teste de comparacgdes multiplas de Dunnett.
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Além dos ensaios para avaliagdo da viabilidade, foram também conduzidos
0s ensaios de morte celular. A morte celular foi avaliada utilizando o ensaio de
incorporagao IP. Como se observa na figura 7B, o MZ foi capaz de aumentar
significativamente a incorporagdo do IP, no periodo de 24 horas, a partir da
concentragcao de 15 pM, indicando que o fungicida induz morte celular. Em conjunto,
nossos resultados (Figuras 7A e 7B) mostram que a exposi¢do ao fungicida MZ,
durante um periodo de 24 horas, induz toxicidade nas células SH-SY5Y.

O ensaio do IP ¢ utilizado para avaliar morte celular por necrose ou apoptose
tardia, quando ocorre rompimento da membrana celular e o IP é capaz de entrar nas
células e se intercalar ao DNA, produzindo fluorescéncia vermelha que pode ser
mensurada. Em relagdo a capacidade do MZ de induzir morte celular, a literatura vem
demonstrando que o fungicida € capaz de induzir apoptose em diferentes tipos
celulares (DHANESHWAR; HARDEJ, 2021; KUMAR; SABARWAL; SINGH, 2019;
MOHAMMADI-SARDOQO et al., 2021).

Baseado nos resultados dos experimentos de avaliacdo da viabilidade e morte
celular, as concentragdes de 6 e 10 uM, as quais induziram diminuicido da viabilidade
no ensaio do MTT, porém sem causar morte celular significativa, e a concentragao de
20 uM, que, além de reduzir a viabilidade das células também causou morte celular
significativa, foram escolhidas para os experimentos de avaliagdo da toxicidade
temporal do MZ em células SH-SY5Y.

5.2 AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO TEMPORAL AO MZ EM
CELULAS SH-SY5Y

Para avaliar a toxicidade temporal do MZ, as células foram expostas ao
veiculo ou ao fungicida (6, 10 e 20 uyM) durante 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas e novos
ensaios de viabilidade e na morte celular foram realizados.

Os ensaios de viabilidade celular mostram que o MZ, na concentragao de 6
MM, foi capaz de reduzir significantemente a viabilidade apds 6 horas de exposigéo,
seguido de uma recuperacao em 12 horas, que precede novamente uma significativa
redugcdo na viabilidade apdés 24 e 48 horas de exposigdo (Figura 8A). Essa
recuperacao foi confirmada através de microscopia de luz com contraste de fase
(Figura 10A). Ja na concentracao de 10 uyM, observa-se uma significativa reducéo da

viabilidade a partir de 1 hora de exposicao, sendo que as células nao foram capazes
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de recuperar-se do dano (Figura 8B). Resultados semelhantes podem ser observados
para a concentragao de 20 uM do fungicida (Figura 8C). Os resultados da avaliagao
da toxicidade temporal do MZ no estudo de Tsang e Trombetta (2007), com astrocitos
de ratos, também revelaram uma diminuigéo significativa na viabilidade celular apés

uma hora de exposi¢ao, com uma concentragcédo de 7,5 uM de MZ.

Figura 8. Efeitos da exposi¢cédo temporal ao MZ na viabilidade das células SH-SY5Y
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo ou ao MZ nas concentragbes de 6 uM (A), 10
uUM (B) e 20 uM (C) durante 1 — 48 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redugéo
do MTT. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle (células tratadas com veiculo).
Os dados representam a média + erro padrdo da média. Os dados séo referentes a experimentos
realizados com células em diferentes passagens(N=4-11). *p<0,05 **; p<0,01 e **** p<0,0001 indicam
diferenga estatistica em relagédo ao grupo controle através de analise de variancia de uma via, seguida
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

Além da avaliagao do efeito da exposi¢ao temporal ao fungicida na viabilidade

celular, foi também investigado seu efeito na incorporagdo do IP. Os resultados
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mostram que a morte celular provocada pelo MZ varia conforme a concentragéo e o
tempo de exposicao (Figura 9).

Figura 9. Exposi¢ao temporal ao MZ e morte celular nas células SH-SY5Y
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo ou ao MZ nas concentra¢des de 6 uM (A), 10
UM (B) e 20 uM (C) durante 1 — 48 horas. A morte celular foi avaliada pelo ensaio de incorporagéo do
iodeto de propidio. Os resultados foram expressos em porcentagem de morte celular, calculados em
relacéo ao controle positivo de morte (células tratadas com Triton X-100 2%). Os dados representam a
média £ erro padrao da média. Os dados sao referentes a experimentos feitos em células em diferentes
passagens (N=7). ** p<0,01; *** p<0,001 e **** p<0,0001 indicam diferenga estatistica em relagdo ao
grupo controle (células tratadas com veiculo) através de analise de variancia de uma via, seguida pelo
teste de comparagdes mdltiplas de Dunnett.

Na concentragdo de 6 pM, ndo houve morte significativa em nenhum dos
tempos avaliados (Figura 9A), ja na concentragdo de 10 yM, houve uma indugao de
morte celular apds 6 horas de exposicdo ao MZ. Nesta mesma concentracio, apos 12

horas de exposicdo ocorreu uma pequena recuperacdo das células, a qual foi
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precedida de um aumento significativo na incorporagédo do IP em 24 e 48 h (Figura
9B). E, por fim, a exposicdo ao MZ 20 pM ja induz morte celular significativa apés 3
horas de exposi¢ao, seguida de uma recuperagdo em 6 h e, novamente, um aumento
significativo na incorporagéo do IP em 12, 24 e 48 h (Figura 9C). Esses dados indicam
que a toxicidade do MZ nas células SH-SY5Y é dependente do tempo de exposigéo e

da concentragao.

Figura 10. Morfologia das células SH-SYS5Y apds exposi¢ao temporal ao MZ
A

Legenda: As células foram expostas ao MZ nas concentragbes de 6 uM (A) e 10 uM (B)
durante 1 - 48 horas. Fotos representativas das células foram adquiridas em microscopia de contraste
de fase nos diferentes tempos de exposigdo. Aumento de 200x.
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Para complementar os resultados das figuras 8 e 9, imagens das células, em
microscopia de contraste de fase, foram adquiridas apds a exposicdo ao MZ nas
concentragdes de 6 e 10 pM nos tempos de 1 - 48 h. E possivel observam que a
exposicao ao fungicida (6 yM) causa uma diminuigdo no numero de prolongamentos
celulares, tornando as células com morfologia mais esférica. Essas alteragbes ja
comegam a aparecer a partir da concentragdo de 3 pM, apesar de nao ter sido
observada diminuig¢ao significativa na viabilidade celular (Figura 10A). Ja no tempo de
exposicao de 12 horas, as células apresentam uma morfologia semelhante as células
que nao foram expostas ao MZ, indicando uma “recuperacao”, que € precedida
novamente por alteragcbes morfolégicas nos tempos de 24 e 48 h. Ja o MZ na
concentragcéo de 10 yM comecga a causar alteragdes apos 1 h de exposigao (Figura
10B).

Um resultado interessante que observamos nos ensaios para avaliagao da
citotoxicidade do MZ é que, apds a exposigao ao fungicida nas concentracdes de 6 e
10 uM ocorre uma “recuperagao” das células nos tempos de exposicédo de 6 e 12 h,
respetivamente. Essa recuperacéo pode estar relacionada a ativagdo de mecanismos
de defesas celulares apos a exposi¢ao ao fungicida. Dados na literatura mostram que
o fungicida maneb é capaz de aumentar o conteudo de GSH em culturas primarias de
neurénios mesencefalicos, em células PC12 (BARLOW et al., 2005) e também em
células SH-SY5Y (ROEDE et al., 2011). Este aumento no conteudo de GSH foi
atribuido a um aumento na sintese do tripeptideo pela ativacdo da enzima GCL, uma
enzima chave na sintese da GSH (BARLOW et al., 2005). De fato, Roede et al. (2011)
mostrou que o maneb causa aumento na translocagao nuclear do fator de transcricao
Nrf2, o qual esta relacionado a regulagdo de genes de enzimas antioxidantes e da
GCL (ROEDE et al., 2011). Apesar desses mecanismos nao terem sido avaliados em
nosso estudo, ndo podemos descartar que tais eventos possam também ocorrer na

exposicao ao MZ, tendo em vista a similaridade quimica de ambos os fungicidas.

5.3 EFEITOS DA EXPOSIGAO AO MZ SOBRE A PRODUCAO DE
ESPECIES REATIVAS EM CELULAS SH-SY5Y

Ap0s os estudos de toxicidade do MZ, investigamos os possiveis mecanismos
envolvidos no efeito toxico do fungicida nas células SH-SY5Y. Conforme resultados

obtidos nos experimentos anteriores, escolhemos para os experimentos seguintes a
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concentracao de 6 uM, a qual, apesar de diminuir a viabilidade das células, ndo induziu
morte celular significativa. Como o EO é um mecanismo envolvido na DP e na
toxicidade de agrotoxicos EBDCs, a geracao de espécies reativas (ER) foi avaliada
através da sonda DCFH-DA. O TBOOH foi utilizado como um controle positivo do
ensaio.

A figura 11 mostra que a exposicdo ao MZ, durante 1 hora, aumentou
significativamente a geracdo de ER. Esse resultado se assemelha ao obtido por
Domico et al (2007) que demonstrou um aumento de ER em cultivos primarios de
neurénios mesencefalicos, com uma concentracdo de 30 uM, apdés 30 minutos de
exposicao e também com os resultados de Quds et al. (2023) que observou um
aumento significativos de EROs e ERNs em culturas de eritrécitos humanos expostas
ao MZ.

Figura 11. Avaliagdo da produgédo de ER em células SH-SYS5Y expostas ao MZ
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Legenda: As células foram tratadas com MZ 6 yM e TBOOH 50 uM por 1 h. A produgéo de
ER foi avaliada utilizando a sonda DCFH-DA por citometria de fluxo no canal FITC. Os resultados foram
expressos em relacao a porcentagem de fluorescéncia do controle (células tratadas com veiculo). A
linha tracejada no grafico representa o 100% do controle. Os dados representam a média £ erro padréo
da média. Os dados séao referentes a experimentos feitos em células em diferentes passagens (N=4).
* p<0,05 e *** p<0,001 indicam diferencga estatistica em relagao ao grupo controle através de teste t de
Student.

Em seguida, fomos investigar a geragéo de radical anion superoxido (O2™) nas
células apds a exposicao ao MZ. Para isso, foram realizados experimentos com a
concentracao de 6 uM do fungicida em 2 intervalos de tempo. Como controle positivo
do ensaio, foi utilizado o PQ em uma concentragdo de 100 yM, o qual tem como

mecanismo primario de toxicidade a producdo de O2- (RAPPOLD et al., 2011). A
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exposicao ao MZ durante 1 e 3 horas causou um aumento significativo na geragao de
Oz (Figura 12A e B), indicando que, o aumento observado na geragéo de ER (Figura
11) corresponde, pelo menos em parte, ao O2™.

O anion superoxido é formado pela reducdo da molécula de O2 por um unico
elétron. Pode ser formado na propria cadeia respiratéria pela acdo da NADH
desidrogenase ou como intermediario da reacao catalisada por algumas oxidases,
entre elas a xantina oxidase (TURRENS, 2003; WHITE et al., 1996). Ele pode levar a
formacéo de outras EROs, como H202 que atravessa as membranas celulares e pode
gerar o HO’, que ¢é altamente reativo. Pode também reagir com NO e gerar o ONOO-
(PRYOR; SQUADRITO, 1995). Nossos resultados mostram que o MZ é capaz de
aumentar a geracéo de O2", entretanto, os mecanismos envolvidos nesse efeito ainda

precisam ser elucidados.

Figura 12. Avaliagdo da produgéao do radical anion superoxido em células SH-SY5Y
expostas ao MZ
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Legenda: As células foram tratadas com MZ 6 uM e Paraquat (PQ) 100 uM durante 1 hora
(A) ou 3 horas (B). A producédo do radical anion superdxido foi avaliada utilizando o ensaio do
dihidroetidio. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle (células tratadas com
veiculo). Os dados representam a média + erro padrdao da média. A linha tracejada nos gréficos
representa o 100% do controle. Os dados sao referentes a experimentos feitos em células em diferentes
passagens (N=6-7). * p<0,05 indica diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle através de teste
t de Student.

Conforme citado anteriormente, (ver item 1.5.1.2), varias vias metabdlicas
levam a produgdo das EROs no SNC, dentre elas o metabolismo da dopamina,

disfungdo mitocondrial, muta¢des genéticas que degradam proteinas importantes,
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neuroinflamacédo e a presenga de toxinas ambientais, como é o caso de alguns
agrotoxicos.

Estudos anteriores ja associaram a presenga do Mn com alteragées no
sistema de defesa antioxidante e geracédo de espécies reativas (ER) devido a sua
natureza redox e também pela inducao de disfungao mitocondrial (SPRANGER et al.,
1998; CHTOUROU et al., 2011; KAIDERY; THOMAS, 2018). A exposigao aos EBDCs,
em modelos in vivo e in vitro, ja foi associada a geragdo de EROs e/ou aumento da
resposta inflamatéria que potencializa a formagdo de EROs (AMARA et al., 2015;
JABALLI et al., 2017; LIU et al., 2023; DOMICO et al., 2006).

DOMICO et al., 2006 observou um aumento significativo de fluorescéncia da
DCF, em células mesencefalicas, a partir de 5 minutos de exposicdo a uma
concentracdo de 30 uM de MZ. Além disso, também observaram um aumento
significativo na formagao de H202, medido no momento apds o tratamento com 30 uM
de MZ. Esses dados da literatura, em conjunto com nossos resultados, mostram que
0 agrotoxico MZ é capaz de aumentar a geragcdo de ER, um fendmeno que esta
associado a indug¢ao de EO e morte neuronal em doengas neurodegenerativas como
a DP.

5.4 EFEITOS DA EXPOSICAO AO MZ SOBRE A PEROXIDACAO
LIPIDICA EM CELULAS SH-SY5Y

A avaliagdo da geracao de hidroperéxidos lipidicos foi realizada como uma
medida da peroxidacéao lipidica, através da sonda Bodipy 581/591 C11. De acordo
com a figura 13, a exposicdo ao MZ 6 pM, durante 3 horas, causou aumento
significativo na geracao de hidroperéxidos lipidicos, indicando que o fungicida é capaz
de induzir peroxidacgao lipidica nas células SH-SY5Y.

As membranas de células e organelas, devido ao seu grande conteudo de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), sdo altamente suscetiveis ao dano pelas
EROs, processo conhecido como peroxidagéo lipidica (XIAO et al., 2017). Isso ocorre
quando um radical livre remove elétrons dos lipidios e produz intermediarios também
reativos que culminam em uma cadeia de reag¢des (SPITELLER; AFZAL, 2014). Essa
peroxidacao danifica os lipidios diretamente e pode sinalizar para morte celular
programada da célula (LUCZAJ; GeGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2017).
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Figura 13. Avaliagao da geracao de hidroperdxidos lipidicos em células SH-SYS5Y
expostas ao MZ
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Legenda: As células foram tratadas com veiculo (DMSO 0,5%, MZ 6 yM por 3 h ou CuOOH
25 uM por 2 h. A producéao de hidroperéxidos lipidicos foi avaliada utilizando a sonda Bodipy 581/591
C11 por citometria de fluxo nos canais FITC (sonda oxidada) e PE (sonda reduzida). Os resultados
foram expressos em relagdo a porcentagem do controle (células tratadas com veiculo). Os dados
representam a média + erro padrdo da média. A linha tracejada no grafico representa o 100% do
controle. Os dados sao referentes a experimentos feitos em células em diferentes passagens (N=3). *
p<0,05 e ** p<0,01 indicam diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle através de teste t de
Student.

A presencga de Oz na célula, conforme discutido anteriormente, pode levar a
formacao de ONOO". Esse radical, por sua vez, pode gerar processos citotdxicos,
incluindo peroxidacédo lipidica e dano de DNA (PRYOR; SQUADRITO, 1995).
Sabendo, portanto, que a presenca de espécies reativas esta relacionada com o
processo de peroxidacdo lipidica, nossos resultados que revelam aumento das
especies reativas ja com 1 hora de exposi¢ao ao MZ, demonstram que as ERs podem
estar contribuindo para esse aumento da peroxidacgao lipidica apds 3 h de exposigao.

Jia e Misra (2007) observaram a geragao de lipoperoxidos, nas células SH-
SY5Y apds o tratamento com Zineb, um outro representante da classe dos EBDCs,
em uma concentragdo de 100 uM por 16 h. Aumento de lipoperdxidos também foi
observado em células V79 tratadas com o Maneb nas concentragdes de 100 e 200
MM por 1 hora, e esse aumento foi prevenido quando as células foram tratadas com o
antioxidante N-acetilcisteina (GROSICKA-MACIgG et al., 2011). Além disso, um
estudo conduzido com eritrocitos humanos também observou um aumento na
concentracdo de peroxidos lipidicos apds tratamento das células com MZ por 24 h

(QUDS et al., 2023), corroborando os resultados obtidos em nosso estudo.



61

5.5 EFEITOS DA EXPOSIGAO AO MZ SOBRE A CONCENTRACAO DE
GSH EM CELULAS SH-SY5Y

Sabendo que a deple¢ao de GSH pode ocorrer como uma consequéncia do
aumento na geragado de ER, foi avaliado o conteudo intracelular de GSH apés
exposicao ao MZ 6 uM, durante 3 horas. Apds a realizagdo do ensaio do NPSH,
observou-se que, nas células tratadas com o MZ, houve uma redugao significativa na
concentracédo de GSH intracelular (Figura 14).

Por ser uma importante molécula envolvida na biotransformacao e eliminagao
de xenobidticos, bem como na defesa contra o EO, acreditamos que a sua diminuigao
esta relacionada a seu consumo pelas células como um mecanismo de defesa frente
ao EO causado pelo MZ, ja que, conforme observamos anteriormente (Figura 11 e
12), ha um aumento na geracao de ERs e radical anion superoxido, a partir de 1 h de
exposicao ao fungicida.

A GSH é essencial na manutencdo da homeostase redox celular evitando a
ocorréncia de EO que, por sua vez, leva a morte celular. O papel da GSH neste
contexto envolve principalmente sua agdo como um cofator para as enzimas GPx.,
que sao responsaveis pela decomposigcao de H202 e perdxidos organicos, as custas
dos elétrons doados pela GSH. Como mencionado anteriormente, as enzimas GPx
catalisam a reducdo de peroxidos em seus alcoois correspondentes as custas da
oxidacao de duas moléculas de GSH, formando glutationa oxidada (GSSG) e agua. A
GSSG é reduzida a duas moléculas de GSH novamente pela enzima GR com a
utilizacao de NADPH como agente redutor e, desta forma, a atividade das enzimas
GPx é mantida (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Quando ocorre deplecéo de
GSH, a acao das enzimas GPx fica comprometida, e, como consequéncia, as células
ficam ainda mais suscetiveis a danos oxidativos. No SNC de pacientes com DP ha
uma redugdo drastica na atividade total da GPx e nos niveis de GSH (SIAN et al.,
1994; DAVIES et al., 2014). Essa redugao dos niveis de GSH no SNC pode estar
associada a prejuizos no funcionamento da enzima GCL, que é responsavel por
catalisar a reagao limitante na via de sintese da GSH (KANG et al., 1999; ZHOU,;
FREED, 2005). Além disso, um desequilibrio entre a reciclagem de GSH, mediada
pela acao da enzima GR e a producao de perdoxidos também pode estar relacionado
a esta diminuigcéo (SIAN et al., 1994).
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Em seu estudo com células PC12 e células mesencefalicas, Barlow et al.
(2005), relatou uma significativa redugao dos niveis de GSH apdés o tratamento com
doses baixas (0,0376-3,76 mM) de Maneb. O mesmo aconteceu no estudo de
Grosicka-Maciag et al. (2011), cuja concentragdo de Maneb era 100 yM com 1 h de
exposicao. Nosso resultado se assemelha ao encontrado por Quds et al. (2023) que
também observou uma diminuigao significativa dos niveis de glutationa em eritrocitos

humanos tratados com MZ.

Figura 14. Avaliagao da concentragdo de GSH em células SH-SY5Y expostas ao
MZ
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05%) ou ao MZ 6 uM por 3 horas.
Os niveis de GSH foram avaliados pelo ensaio do NPSH. Os dados representam a média * erro padrao
da média. Os dados sao referentes a experimentos feitos em células em diferentes passagens). *
p<0,05 indica diferencga estatistica em relagdo ao grupo controle (células tratadas com veiculo) através
de teste t de Student.

5.6 ANALISE DO EFEITO PROTETOR DO ACIDO ASCORBICO FRENTE
A TOXICIDADE INDUZIDA PELO MZ

Conforme os resultados anteriores, observou-se que o MZ é capaz de induzir
alteragdes em marcadores de EO (aumento na geragcdo de ERs e radical anion
superoxido, peroxidagao lipidica, deplegdo de GSH). Nao é errado pensar que uma
substancia conhecida pelo seu potencial antioxidante, como o acido ascorbico,
poderia vir a proteger as células frente ao dano oxidativo induzido pelo MZ. Para
analisar esta hipétese foi realizado um ensaio de viabilidade, onde as células SH-

SY5Y foram pré-tratadas por 15 minutos com acido ascérbico (AA), seguido da
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exposicao ao MZ nas concentragdes de 10, 20 e 30 yM, por 48 h. Os resultados

obtidos sdo mostrados na figura 15.

Figura 15. Efeito protetor do AA frente a toxicidade induzida pelo MZ
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Legenda: As células foram tratadas com AA (50 pM) e/ou MZ nas concentragdes de 10, 20 e
30 uM durante 48 horas. (A) A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redugéo do MTT. Os
resultados foram expressos em porcentagem do controle (células tratadas com veiculo). Os dados
representam a média + erro padrdao da média. Os dados sao referentes a experimentos feitos em células
em diferentes passagens (N=3). **** p<0,0001 indica diferenga estatistica em relagao ao grupo controle;
# p<0,001 indica diferenga estatistica entre o grupo tratado com MZ 10 yM e o grupo tratado com AA
+ MZ 10 uM através de andlise de variancia de duas vias, seguida pelo pds teste de Tukey. (B) Imagens
representativas das células em microscopia de campo claro. Aumento de 200x.

De acordo com os resultados obtidos, conseguimos mostrar que o AA foi
capaz de proteger totalmente a perda de viabilidade induzida pelo MZ na
concentracdo de 10 pyM. Por outro lado, nas concentragdes maiores de MZ, nao se
observou uma protegao significativa do AA (Figura 15A). Nas imagens representativas
(Figura 15B) é possivel observar que o AA conseguiu preservar as caracteristicas das
células expostas ao MZ 10 yM, o que nao ocorreu nas concentragdes de 20 e 30 yM

do fungicida, concentragdes que induzem um dano mais severo, onde a prote¢ao do
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AA parece nao conseguir se sustentar. Baseado nesses resultados podemos afirmar
que o EO esta envolvido no mecanismo de toxicidade do MZ.

O acido ascorbico, popularmente conhecido como vitamina C, € uma
importante molécula antioxidante, que, em pH fisiolégico, se apresenta
predominantemente na forma ionizada, o ascorbato. O ascorbato € um excelente
agente redutor e é capaz de doar elétrons para espécies reativas radicalares incluindo
02, HO’, radical alcoxila (RO") e radical peroxila (LOO") (DU; CULLEN; BUETTNER,
2012; NJUS et al., 2020), impedindo que essas ERs causem danos oxidativos a
biomoléculas. Em nosso estudo o AA, através de seu efeito scavenger, foi capaz de
proteger as células frente a toxicidade induzida pelo MZ. De maneira semelhante, em
um estudo prévio realizado por Pavlovic et al., 2015, também foi observado que o
tratamento com &cido ascérbico foi capaz de reduzir significativamente a
citotoxicidade do MZ (0,2 e 2 ug/mL) em culturas de timécitos de ratos, além de reduzir

os niveis EROs e aumentar o PMM.

5.7 AVALIACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
APOS EXPOSICAO AO MZ EM CELULAS SH-SY5Y

Considerando que a disfungdo mitocondrial € um importante mecanismo
envolvido na morte de neurénios dopaminérgicos na DP (FARINA et al.,, 2013;
IJOMONE et al., 2019; ZHANG et al., 2003; BAILEY et al., 2016) e sua relagédo com o
EO, decidimos investigar se a exposicao ao MZ afetava a fungdo mitocondrial das
células SH-SY5Y. Para isso, a avaliacdo do PMM foi realizada através da leitura da
fluorescéncia da sonda JC-1. A formacdo dos agregados J (maior aumento da
fluorescéncia vermelha em relagdo a verde) esta relacionada a uma manutengao do
PMM e a diminui¢ao na sua formagao (menor aumento da fluorescéncia vermelha em
relacao a verde) esta relacionada a perda do PMM. Na figura 16, podemos observar
que a exposicdo ao MZ, durante 3 horas, nas concentracdes de 10 e 20 uM, induziu
uma diminuicdo significativa na razdo da fluorescéncia vermelha sobre a verde,
indicando uma diminuicao no PMM. Ja o MZ na concentracado de 6 uM nao foi capaz
de alterar significativamente o PMM, apds 3 horas de exposigao.

Pavlovic et al, 2015 também observou uma reduc¢ao do PMM em timdcitos de
ratos tratados com concentragdes de 0,2, 2 e 5 pg/mL de MZ. Além disso, observou

que o co-tratamento com AA protegeu da perda do potencial de membrana induzido



65

pelo MZ (Pavlovic et al, 2015). Em outro estudo, com culturas de células granulosas
de ovario de camundongos, o MZ (0.01 uyg/mL) causou uma redugdao no PMM e
aumento na geracao de EROs, com consequente alteragao no estado redox celular e
diminuicdo na produgao de ATP (IORIO et al., 2015). O tratamento com MZ (5 e 10
MM por 48 h) também induziu a rapida formacéo de EROs e redugdao do PMM em
células de carcinoma gastrico humano (KUMAR; SABARWAL,; SINGH, 2019). Esses
dados indicam que o fungicida MZ, além de causar EO, também parece afetar a

funcdo mitocondrial.

Figura 16. Efeitos da exposi¢cédo ao MZ sobre PMM.
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05), ao MZ nas concentragdes de
6, 10 e 20 yM por 3 h ou com FCCP (controle positivo) por 1 hora. O PMM foi avaliado por meio do
fluorocromo JC-1 e os resultados foram calculados pela razao da fluorescéncia vermelha/fluorescéncia
verde e expressos em porcentagem do controle (células tratadas com veiculo). Os dados representam
a média * erro padrédo da média e séo referentes a experimentos feitos em células em diferentes
passagens (N=3). * p<0,05 e ** p<0,01 indicam diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle
através de analise de varidncia de uma via, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett.

Ao longo da vida de uma célula, as mitocdndrias usam substratos oxidaveis
para produzir um gradiente eletroquimico de protons através da membrana
mitocondrial que € usado para produzir ATP. Este gradiente eletroquimico impulsiona
a sintese de ATP. O PMM ¢é um indicador do estado energético das mitocdndiras e &
critico para a manutencgao da cadeia tranportadora de elétrons e, consequentemente,
para a geragao de ATP (PALMEIRA; ROLO, 2011). Uma redugao no PMM resulta em
dimuig¢ao da capacidade energética das células e na geragcao de EROs (MEYER et al.,

2013). Além disso, durante o processo de apoptose, o PMM diminui, pois o processo
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esta associado a abertura dos poros de permeabilidade mitocondrial e perda do
gradiente eletroquimico. Assim, o PMM ¢é um paradmetro essencial de funcéo
mitocondrial que pode ser usado como um indicador da saude celular, uma vez que
as mitocondrias estao inerentemente envolvidas no processo apoptoético das células
(LY; GRUBB; LAWEN, 2003). No presente estudo ndo foram avaliados marcadores
de apoptose, mas nao podemos descartar uma possivel associagao entre a perda do
PMM induzida pelo MZ e a ativagdo dessa via de morte celular. Entretanto, mais
estudos sao necessarios para elucidar esses mecanismos e para melhor compreender

o papel da disfungao mitocondrial como um evento envolvido na toxicidade do MZ.

5.8 AVALIAGAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO AO MZ EM
MARCADORES INFLAMATORIOS EM CELULAS SH-SY5Y

Como mencionado anteriormente, além do EO e da disfungdo mitocondrial, a
inflamagéo é outro mecanismo importante envolvido na morte neuronal na DP. Por
conta disso, resolvemos investigar se a exposicdo ao MZ poderia aumentar a
liberagao das citocinas IL-6, IL-1B e TNF-a nas células. Os ensaios realizados pelo
método ELISA nao conseguiram identificar a presenca das citocinas pesquisadas,
pois o resultado obtido ao final da técnica demonstrou valores considerados abaixo
dos limites de detecgao dos kits.

Um estudo anterior realizado por WEIS et al., 2019 demonstrou aumento de
IL-6, IL-1B e TNF-a em macréfagos murinos tratados com MZ. O estudo realizado por
Gok e Deveci (2022) demonstrou um aumento de TNF-a nos hepatdcitos e células de
Kupffer de ratos Wistar tratados oralmente com MZ por 4 semanas. Ja um estudo
realizado com células mononucleares de sangue periférico humano, tratadas in vitro
com concentracdes nao citotoxicas de MZ demonstrou que ele possui um efeito
inibidor na produgéao de TNF-a (MANDARAPU et al., 2014). Um outro estudo realizado
com amostras de trabalhadores da agricultura expostos ocupacionalmente ao MZ
também demonstrou uma reducdo na liberacdo de TNF-a induzida por LPS
(CORSINI et al., 2005). Essa redugéo se deve ao fato de que o MZ, modulando a
geracao de EROs induzidas por LPS, impediu a degradagao da proteina IkappaB e a
translocacao nuclear do o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB), o que, por

sua vez, resultou na diminui¢ao da produgéo de TNF-a (CORSINI et al., 2006).
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5.9 AVALIACAO DE DANO NO DNA INDUZIDO PELA EXPOSICAO AO
MZ EM CELULAS SH-SY5Y

A genotoxicidade é um efeito ja descrito para os agrotdxicos pertencentes a
classe dos EBDCs (SOLONESKI et al., 2002; GONZALEZ et al., 2003, CALVIELLO et
al., 2006; LORI et al., 2021; YAHIA et al., 2019, MARQUES et al., 2016). Muitos
compostos que apresentam risco de carcinogenicidade sdo também descritos como
genotoxicos. Considerando uma escassez de estudos avaliando a genotoxicidade do
MZ no SNC, resolvemos investigar se a exposi¢gao ao MZ poderia causar danos no
DNA das células SH-SY5Y, através do ensaio cometa, que € uma metodologia
extensivamente utilizada em estudos de genotoxicidade de toxicantes ambientais em
exposi¢cdes ocupacionais em humanos, bem como em modelos experimentais
(VALVERDE; ROJAS, 2009; MJLLER; STOPPER; COLLINS, 2019).

Na figura 17 estao representadas as classes de danos no DNA analisadas no
ensaio cometa, que variam de 0 (auséncia de dano) até o dano 4 (dano total). As
imagens de células SH-SY5Y foram capturadas em microscopia eletrénica para uma

melhor representagao visual de como foi realizada a analise.

Figura 17. Classificagcdo dos danos no DNA nas células SH-SY5Y

Legenda: Figura representativa mostrando as classes de dano ao DNA, apés a corrida de
eletroforese em gel de célula Unica e coloragdo com prata. Fotos de microscopia eletrénica adquiridas
no aumento de 630x. A: dano 0 (sem danos); B: dano 1 (dano minimo); C: dano 2 (dano médio); D:
dano 3 (dano intenso); E: dano 4 (dano maximo).
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Na figura 18A, podemos observar que a exposi¢ao ao MZ (6 uM) por 24 h foi
capaz de aumentar significativamente o indice de dano total no DNA nas células SH-
SY5Y. Imagens representativas mostrando os padrées de dano no DNA em células

expostas ao veiculo ou ao MZ s&o apresentadas nas figuras 18 B e C.

Figura 18. Avaliagado de dano no DNA apdés exposicdo ao MZ em células SH-SY5Y
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Legenda: O ensaio cometa foi utilizado para avaliar o dano no DNA nas células SH-
SYSY. As células foram tratadas com veiculo (DMSO 0,05%) ou MZ (6 uM) por 24 h. (A) Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.) e referem-se ao indice de dano
total (IDT), que é a soma dos valores dos danos encontrados nas 100 células avaliadas. Os
dados representam a média £ erro padrao da média e sao referentes a experimentos feitos
em células em diferentes passagens (N=3). *** p<0,001 indica diferenga estatistica em relagéao
ao grupo controle através de teste t de Student. (B) Foto representativa das células controle.
As setas indicam os nucleos celulares com dano = 0. (C) Foto representativa das células
expostas ao MZ. As setas indicam danos 4, 2 e 3 (de cima para baixo). Aumento de 630x.

Ao contrario dos outros parametros avaliados nesse trabalho, que nao tem
ainda uma grande quantidade de trabalhos publicados avaliando os efeitos da
exposicao ao MZ, a genotoxicidade pds-exposicdo ao composto, por sua vez, ja

possui diversos dados na literatura, tanto em estudos in vitro quanto in vivo em animais
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e plantas (CALVIELLO et al, 2006; LORIlet al, 2021; YAHIA et al., 2019,
MARQUES et al., 2016 e ARYA et al, 2017) porém, estudos que avaliam a
genotoxicidade no SNC s&o escassos. Alguns estudos correlacionam esse dano ao
DNA com a inducéo de EO pelo fungicida (CALVIELLO et al., 2006; SRIVASTAVA et
al., 2012). De fato, dano oxidativo no DNA pode ocorrer devido a exposi¢cdo ao MZ,
uma vez que o mesmo induz aumento na geracao de ER (Figura 11 e 12), tornando

biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas suscetiveis a danos oxidativos.
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6 CONCLUSAO

De acordo com as nossas analises in vitro, a exposigao ao fungicida MZ
induziu citotoxidade em células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y. Tal efeito
citotoxico foi protegido pelo tratamento com o composto antioxidante acido ascorbico.

Além disso, a exposigcao ao MZ foi capaz de aumentar a geragao de espécies
reativas, diminuiu as concentragcdes de GSH intracelulares e causou peroxidagao
lipidica. Em conjunto, esses resultados revelam que o mecanismo primario de
toxicidade do MZ parece estar relacionado ao estresse oxidativo.

Além do EO, outro mecanismo que parece estar envolvido na toxicidade do
MZ é a disfungdo mitocondrial, uma vez que a exposig¢ao ao fungicida causou redugéo
no potencial de membrana mitocondrial. E, por fim, os resultados também revelaram
o efeito genotdéxico do MZ nas células SH-SY5Y. Nao foram detectadas as citocinas
pré-inflamatérias através do nosso modelo experimental.

Diante do exposto, os resultados deste estudo indicam que a exposi¢cao ao
MZ induz disturbios celulares compativeis com eventos observados na DP, sugerindo
uma possivel relacdo entre a exposicdo ao agrotoxico e o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas como a DP. Entretanto, nossos resultados in vitro sao
preliminares e mais estudos sao necessarios para melhor estabelecer essa relagao,
bem como, para elucidar outros mecanismos celulares envolvidos na citotoxicidade

do fungicida.

6.1 Perspectivas Futuras:

Para trabalhos posteriores pode-se analisar melhor o papel da disfungao
mitocondrial como mecanismo de citotoxicidade do MZ, através de alguns ensaios
como a avaliagdo da producdo de anion superoxido intra-mitocondrial e a
determinacdo da atividade dos complexos I, I, lll e IV da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial.

Além disso, para avaliar a possivel relagdo entre a exposicdo ao MZ com o
desenvolvimento da DP, podem ser realizados estudos in vivo utilizando modelos de
roedores. Apds a exposicao ao MZ pode-se avaliar parametros comportamentais
relacionados a fungdo motora, bem como a analise de marcadores dopaminérgicos

como o numero de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra por analise imuno-
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histoquimica da enzima tirosina hidroxilase (TH) e niveis de dopamina e seus

metabodlitos no estriado.
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