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RESUMO

O cobre é um metal naturalmente encontrado em diferentes compartimentos
ambientais. Além disso, € um micronutriente importante para o metabolismo dos
organismos vivos. Concentragbes deste metal sado fortemente influenciadas por
atividades industriais e agricolas, em razdo das suas propriedades biocidas. No
Brasil, a concentragdo maxima de cobre permitida em agua potavel é de 2 mg/L. No
entanto, a contaminacdo ambiental por esse metal representa um sério problema
ambiental, além de ser um risco a saude humana. Em razdo da sua propriedade
quimica em adotar estados redox distintos, um dos mecanismos de toxicidade
propostos € o estresse oxidativo. Organismos aquaticos sao mais susceptiveis a
contaminagao por metais pesados, como o cobre, o qual tem sido associado a
danos fisioldgicos as espécies expostas. O peixe-zebra (Danio rerio) € um
organismo modelo que se destaca em diversos campos da ciéncia, principalmente
na toxicologia de contaminantes ambientais. Nesta perspectiva, o presente trabalho
teve como objetivo investigar a toxicidade induzida por sulfato de cobre (CuSO,) em
larvas de peixe-zebra avaliando concentragdes ambientalmente relevantes, para o
avango no conhecimento sobre alvos bioquimicos prejudicados. Larvas de
peixe-zebra com 72 horas pos-fertilizagcao (hpf) foram expostas ao CuSO, nas
concentragbes de 1, 2 e 10 yM. A toxicidade do composto foi avaliada em 96 hpf
através de parametros morfolégicos, comportamentais e bioquimicos. Os resultados
obtidos demonstraram que o CuSO, prejudicou a sobrevivéncia das larvas de
maneira dose-dependente, além de comprometer o desenvolvimento padrao,
considerando o comprimento corporal, absor¢cao do saco vitelinico e inflamagao da
bexiga natatéria. Através dos ensaios comportamentais, o CuSO, inferiu danos a
resposta motora de escape e a capacidade natatéria. Além disso, parametros
bioquimicos de estresse oxidativo demonstraram que o composto aumentou os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) ao mesmo tempo que diminuiu os
niveis de tidis nao proteicos (NPSH) e comprometeu a viabilidade celular das larvas
expostas. Dessa forma, CuSO,, ainda que em concentracbes permitidas na
legislacao, foi capaz de alterar parametros bioquimicos e comportamentais, além de
prejudicar o desenvolvimento larval. Assim, reforgando a hip6tese do envolvimento
do estresse oxidativo na toxicidade induzida pelo CuSO,.

Palavras-chave: Danio rerio; estresse oxidativo; metais pesados; desenvolvimento;
CuS0O4.



ABSTRACT

Copper is a metal naturally found in different environmental compartments.
Furthermore, it is an important micronutrient for the metabolism of organisms.
Concentrations of this metal are strongly influenced by industrial and agricultural
activities, due to its biocidal properties. In Brazil, the maximum concentration of
copper allowed in potable water is 2 mg/L. However, environmental contamination by
this metal represents a serious environmental problem, in addition to being a risk to
human health. Due to its chemical property of adopting distinct redox status, one of
the proposed toxicity mechanisms is oxidative stress. Aquatic organisms are more
susceptible to contamination by heavy metals, such as copper, which has been
associated with physiological damage to exposed species. The zebrafish (Danio
rerio) is a model organism that stands out in several fields of science, mainly in the
toxicology of environmental contaminants. In this perspective, the present work
aimed to investigate the toxicity induced by copper sulfate (CuSO,) in zebrafish
larvae, evaluating environmentally relevant concentrations, to advance knowledge
about impaired biochemical targets. Zebrafish larvae at 72 hours post-fertilization
(hpf) were exposed to CuSO, at concentrations of 1, 2 and 10 uM. The compound
toxicity was evaluated in 96 hpf through morphological, behavioral and biochemical
parameters. The results showed that CuSO, impaired larval survival in a
dose-dependent and compromising standard development, considering body length,
yolk sac absorption and swim bladder inflammation. Through behavioral tests,
CuSO, inferred damage to motor escape response and swimming capacity.
Biochemical parameters of oxidative stress showed that the compound increased the
levels of reactive oxygen species (ROS) while decreasing the levels of non-protein
thiols (NPSH) and compromised the cell viability of the exposed larvae. Thus,
CuSOQO,, even in concentrations permitted by law, was able to change biochemical
and behavioral parameters, in addition to impairing larval development. Thus,
reinforcing the hypothesis of the involvement of oxidative stress in the toxicity
induced by CuSO,.

Keywords: Danio rerio; oxidative stress; heavy metals; development; CuSO4.
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1 INTRODUCAO
1.1 Metais pesados

Atividades antropicas liberam grandes quantidades de metais pesados no
ambiente, despertando preocupagdes de um ponto de vista ecotoxicolégico. Metais
pesados sdo classificados como severos poluentes ambientais, uma vez liberados
em altas concentragdes no ambiente, exercem efeitos negativos em ecossistemas
aquaticos e terrestres. Consequentemente, perturbando a biota presente, além de
causarem impactos na saude humana (CASTELHANO GEBARA et al., 2021; YANG
et al., 2021; TASLIMA et al).

A maioria dos estudos ecotoxicolégicos, focam na toxicidade de metais
pesados n&o essenciais, como arsénico, cadmio e mercurio, explicitamente toxicos
em baixas concentragdes (FU; Xl, 2020; YANG et al., 2021; FASAE; ABOLAJI,
2022). Entretanto, metais essenciais, como ferro, cobre, manganés e zinco também
podem exercer acao toxica quando presentes em altas concentragcdes em sistemas
biologicos (BALACHANDRAN et al.,, 2020; TSANG et al., 2020; JOMOVA et al.,
2022).

Estudos a respeito da toxicidade do cobre, demonstraram sua agao téxica
sobre parametros metabdlicos, fisiologicos e estruturais, sendo esses efeitos
observados através espécies vegetais (MIR; PICHTEL; HAYAT, 2021;
PEREA-GARCIA et al., 2020) e animais (OLIVARI; HERNANDEZ; ALLENDE, 2008;
SCHEIBER; DRINGEN; MERCER, 2013; BRIX et al., 2022).

1.2 Cobre e contaminagao ambiental

O cobre (Cu) é um elemento quimico classificado como metal de transicéo,
listado no periodo 4 e grupo IB da tabela periddica com numero atdbmico 29. Este
metal pode ocorrer sob a forma elementar, sais inorganicos na forma de ions (Cu’,
Cu*?) ou como compostos organicos (PEDROZO; LIMA, 2001; PUBCHEM, 2023).

Entre as fontes naturais de exposi¢cdo ao cobre incluem o intemperismo e
atividades vulcanicas, enquanto emissdes antropicas destacam-se nas atividades
industriais e agricolas, as quais influenciam diretamente a concentragcédo deste metal
no ambiente (SAMPAIO, 2013; SILVA et al., 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?4bunTd
https://www.zotero.org/google-docs/?4bunTd
https://www.zotero.org/google-docs/?WXgk5C
https://www.zotero.org/google-docs/?WXgk5C
https://www.zotero.org/google-docs/?CsnAIV
https://www.zotero.org/google-docs/?CsnAIV
https://www.zotero.org/google-docs/?0tD7IJ
https://www.zotero.org/google-docs/?0tD7IJ
https://www.zotero.org/google-docs/?ffCkQd
https://www.zotero.org/google-docs/?ffCkQd
https://www.zotero.org/google-docs/?kbMTmN
https://www.zotero.org/google-docs/?UFCGYE
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Devido suas propriedades biocidas, compostos de cobre sao frequentemente
utilizados para o tratamento de agua, evitando crescimento de algas (SHEN et al.,
2019) e na agricultura, atuando como fungicida (GOBBI et al., 2020). Tendo como
exemplo, o sulfato de cobre (CuSQ,), primeiro fungicida desenvolvido pelo homem,
que, quando misturado com hidroxido calcio, € conhecido como calda bordalesa. A
descoberta acidental da eficiéncia do sulfato de cobre sob controle do mildio da
videira (Plasmopora viticola) foi decisivo para o inicio do manejo quimico de doencas
de plantas (MICHEREFF, 2001).

No Brasil, a concentragdo maxima permitida em agua potavel é de 2 mg/L
(BRASIL, 2021), no entanto, a contaminagdo ambiental por cobre representa
potencial risco em diferentes ecossistemas, bem como a saude humana (CHOO et
al., 2013; SCHEIBER; DRINGEN; MERCER, 2013; TAO et al., 2022). Em ambientes
aquaticos, metais tendem a se acumular no sedimento. Com isso, o cobre,
dependendo das condi¢des fisico-quimicas ambientais, pode alcancar colunas
d'agua (BABCSANYI et al., 2014).

Uma vez presente no ambiente aquatico, o cobre € incorporado em
organismos, como por exemplo em peixes (ZHANG et al.,, 2022), altamente
sensiveis a poluicdo ambiental por metais pesados (KADIM; RISJANI, 2022). Em
resposta a contaminagao, peixes podem bioacumular altas quantidades de cobre em
varios orgaos, causando severos danos fisiologicos as espécies expostas
(JOHNSON; CAREW; SLOMAN, 2007; BRIX et al.,, 2022). Assim, através da
biomagnificacdo, este metal atinge diferentes niveis tréficos até chegar aos
humanos, despertando preocupagdes quanto seu potencial téxico (YANG et al.,
2021; KADIM; RISJANI, 2022).

1.3 Mecanismos de toxicidade do cobre
1.3.1 Estresse oxidativo

Estudos tém demonstrado a toxicologia do cobre, sendo um dos mecanismos
propostos, a inducado de estresse oxidativo (GAEDTKE; CHOW, 2003; YANG et al.,
2019; KWOK; CHAN, 2020; ZHANG et al.,, 2022). O estresse oxidativo é
determinado pelo desequilibrio favorecendo as moléculas pro-oxidantes o qual

compromete a capacidade antioxidante do organismo (LUSHCHAK, 2014).


https://www.zotero.org/google-docs/?t1RfxI
https://www.zotero.org/google-docs/?t1RfxI
https://www.zotero.org/google-docs/?NkI2Px
https://www.zotero.org/google-docs/?S8fvsE
https://www.zotero.org/google-docs/?g1BRWe
https://www.zotero.org/google-docs/?6pJu9E
https://www.zotero.org/google-docs/?6pJu9E
https://www.zotero.org/google-docs/?fbL977
https://www.zotero.org/google-docs/?4LHKZq
https://www.zotero.org/google-docs/?c3DhG9
https://www.zotero.org/google-docs/?fOJk71
https://www.zotero.org/google-docs/?0dZKGa
https://www.zotero.org/google-docs/?0dZKGa
https://www.zotero.org/google-docs/?0J0ZVm
https://www.zotero.org/google-docs/?0J0ZVm
https://www.zotero.org/google-docs/?lNLegZ

15

Oxidantes sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO), as
quais incluem radical anion superoxido (O,), radical hidroxila (OH") e perdxido de
hidrogénio (H,0,) (SALVADOR; HENRIQUES, 2004; LUSHCHAK, 2014). Além das
espécies reativas de nitrogénio (ERN), principalmente 6xido nitrico (NO) e o radical
peroxinitrito, resultante da interagdo entre o O, - e NO (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; PIZZINO et al., 2017). Devido a grande capacidade reativa, estas moléculas
podem causar danos em estruturas essenciais para a sobrevivéncia celular, de
modo que as EROs/ERNs podem oxidar lipidios de membranas e proteinas, além de
causar lesbes ao DNA (COOKE et al., 2003; LUSHCHAK, 2014; ISLAM et al., 2015;
MENG et al., 2020).

Em sistemas biologicos, os ions de cobre estdo principalmente sob os
estados Cu* (cuproso, reduzido) ou Cu*? (ctprico, oxidado). No entanto, alternancia
entre estes estados podem modificar a homeostase redox, com o aumento na
formagdo de espécies reativas via reagdo de Fenton e Haber-Weiss (JOMOVA;
VALKO, 2011). O Cu* é reduzido a Cu*, capaz de decompor o peroxido de
hidrogénio (H,0,), liberando radicais hidroxila (OH) altamente reativos, danosos as
macromoléculas bioldgicas e assim, o cobre pode exercer agéo toxica via estresse
oxidativo (HAYASHI et al.,, 2000; CECCONI et al, 2002; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; TISATO et al., 2009; PEREIRA; CAMPOS; BOGO, 2016).

Figura 1 — Reagdes de Fenton e Haber-Weiss para a formacdo do radical hidroxila (OH’)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007)

+2 ° + O. pode reciclar o cobre (Cu) para a
Cu™ + 02 Cu™ + 02 2 reagédo de Fenton
Cu® + H202 Cu+2 + HO + HO Reacédo de Fenton

° CU+ (] ~ .
02+ H202 , 02+ HO- + HO Reagéo de Haber-Weiss



https://www.zotero.org/google-docs/?6FLf0t
https://www.zotero.org/google-docs/?nYITYI
https://www.zotero.org/google-docs/?nYITYI
https://www.zotero.org/google-docs/?dQvgY4
https://www.zotero.org/google-docs/?dQvgY4
https://www.zotero.org/google-docs/?pwMHLT
https://www.zotero.org/google-docs/?pwMHLT
https://www.zotero.org/google-docs/?ADrlVD
https://www.zotero.org/google-docs/?ADrlVD
https://www.zotero.org/google-docs/?HEjeDz
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1.3.2 Inflamagao

Outro mecanismo proposto na toxicidade do cobre é a inflamacgéo, definida
como a primeira resposta de defesa do organismo frente a estimulos nocivos
(CHEN; MIN; WANG, 2022). Embora seja um processo fisioldgico, o qual visa
manter a homeostase do organismo, a inflamacao pode se tornar crénica, gerando
condicbes adversas ao organismo e estados disfuncionais aos tecidos
(MEDZHITOV, 2008).

Como parte da resposta inflamatdria aguda, espécies reativas produzidas por
células fagociticas auxiliam na degradagao do lesivo, além de estimular vias de
sinalizac&o intracelular para expressdo génica proé-inflamatéria (FLOHE et al., 1997;
KUMAR; PERKINS, 2010; CHATTERJEE, 2016). No entanto, se ocorrer a geragao
excessiva de oxidantes, eles podem ser difundidos para fora das células fagociticas
e induzir estresse oxidativo. Ao mesmo tempo, o estresse oxidativo pode induzir
inflamagéo, uma vez que as ERO podem ativar respostas inflamatérias por multiplas
vias, assim, promovendo ciclo autoperpetuante entre os mesmos (VAZIRI;
RODRIGUEZ-ITURBE, 2006; KUMAR; PERKINS, 2010; BISWAS, 2016).

O cobre exerce agao proé-inflamatéria pelo seu potencial de induzir estresse
oxidativo, catalisando a producado de ERO via reacbes de Fenton e Haber-Weiss
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; JOMOVA; VALKO, 2011). A resposta
aumentada do estresse oxidativo pela ativagdo de respostas inflamatérias e a
sobrecarga do cobre foram documentados em condigdes patolégica em modelos
animais (LEITE et al., 2013; NGUYEN et al., 2020; AROWOOGUN et al., 2021) e
humanos (BO et al., 2008; JOMOVA; VALKO, 2011; CHEN; MIN; WANG, 2022).

A sintese de o6xido nitrico (NO) pelas células € um potente biomarcador,
especialmente para avaliagdo da inflamagao (KUMAR; PERKINS, 2010; LEITE et al.,
2012). Durante a inflamacédo, o NO pode desempenhar papéis importantes como
mediador inflamatério (CHA et al., 2018; PANDA et al.,, 2022). No entanto, outra
caracteristica atribuida a esta molécula é seu potencial de reagir com o superdxido
(0%), gerando o peroxinitrito (ONOOQO") altamente reativo, o qual compromete
biomoléculas essenciais (ISLAM et al., 2015; AHMAD; HUSSAIN; AHSAN, 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?JnZonO
https://www.zotero.org/google-docs/?FnzUUk
https://www.zotero.org/google-docs/?PVrWfV
https://www.zotero.org/google-docs/?PVrWfV
https://www.zotero.org/google-docs/?0aNqxL
https://www.zotero.org/google-docs/?0aNqxL
https://www.zotero.org/google-docs/?R4wgiG
https://www.zotero.org/google-docs/?QPDujo
https://www.zotero.org/google-docs/?5ME6ni
https://www.zotero.org/google-docs/?ASmwdl
https://www.zotero.org/google-docs/?ASmwdl
https://www.zotero.org/google-docs/?m8li6a
https://www.zotero.org/google-docs/?elGEGP
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Estudos tém buscado conhecimentos acerca da agao tdxica exercida pelo
cobre e, mais recentemente, a exposigao a este metal tem sido facilmente modelada
em peixe-zebra (KWOK; CHAN, 2020; BOYLE; CLARK; HANDY, 2020; CHAO et al.,
2021). Consequentemente, a exposicdo ao cobre em peixe-zebra larvais
demonstrou efeitos pro-oxidativo e proé-inflamatdrio, incluindo morte celular em
células ciliadas (OLIVARI; HERNANDEZ; ALLENDE, 2008), além do
comprometimento em células retinais (ZHAO et al., 2020), entre outros.

De acordo com a literatura, a homeostase do cobre desempenha papel
fundamental na etiologia de disturbios neurolégicos, onde niveis elevados deste
metal sdo associados a doenga de Alzheimer e Parkinson (CHOO et al., 2013;
BELARBI et al., 2020; SYNHAIVSKA et al., 2022). Em vista disso, a exposi¢ao a
este poluente ambiental representa potenciais riscos a espécies nao-alvo, bem como
a saude humana devido aos seus mecanismos de toxicidade (SCHEIBER;
DRINGEN; MERCER, 2013; BRIX et al., 2022; CHEN; MIN; WANG, 2022; ZHANG et
al., 2022).

1.4 Sistemas Antioxidantes

Sistemas de defesa antioxidantes capacitaram a coexisténcia em relacédo a
exposicao as espécies reativas, ao neutralizar e detoxificar as mesmas, diminuindo
os danos causados pelo estresse oxidativo (ALl et al., 2020).

Halliwell e Gutteridge definiram os antioxidantes como qualquer substancia
que inibe, previne e remove danos oxidativos de moléculas alvo (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Essa definicdo incluem os sistemas antioxidantes
enzimaticos, como a superdéxido dismutase (SOD), responsavel por catalisar a
conversdo do radical anion superoxido (O,) em peroxido de hidrogénio (H,0O,), que
posteriormente € decomposto em oxigénio (O,) e agua (H,O) pela acdo enzimatica
da catalase (CAT) ou ainda, pode ser removido através da glutationa peroxidase
(GPx). Como também os sistemas antioxidantes ndo enzimaticos, o qual envolve
essencialmente o ciclo metabdlico da glutationa, definido por reagbes redox entre
suas formas oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) (SALVADOR; HENRIQUES, 2004;
VIVES-BAUZA; STARKOV; GARCIA-ARUMI, 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).
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https://www.zotero.org/google-docs/?95xn7C
https://www.zotero.org/google-docs/?MEqYa5
https://www.zotero.org/google-docs/?MEqYa5
https://www.zotero.org/google-docs/?MEqYa5
https://www.zotero.org/google-docs/?eehA77
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https://www.zotero.org/google-docs/?9LGyFS
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A glutationa é um tripeptideo formado pelos aminoacidos glutamato, glicina e
cisteina. A grande relevancia deste antioxidante esta relacionada ao seu papel como
cofator da glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-s-transferase (GST) e sua alta
capacidade quelante, atuando diretamente na neutralizagdo de oxidantes (DAVIES,
2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). No ciclo metabdlico da glutationa, GPx
utiliza a GSH como doador de elétrons, que possui o grupamento sulfidrila (SH) em
seu sitio ativo, sendo este constantemente oxidado e reduzido durante o ciclo
catalitico. A glutationa na sua forma oxidada (GSSH) é reciclada de volta a forma
reduzida pela agdo da glutationa redutase e assim, regenerando o ciclo da GSH
(MORRIS et al., 2014).

Figura 2 — Sistema de defesa antioxidante enzimatico: superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT) e o ciclo metabdlico da glutationa na eliminagado de ERO. Adaptado
(PENG et al., 2014).
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1.5 Peixe-zebra como organismo modelo em estudos

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo pertencente a familia
Cyprinidae, nativo do sudeste asiatico (PARICHY, 2015) (Fig 3). Sua utilizagdo em
estudos de genética molecular despertou interesses quanto seu potencial em
diversos campos da ciéncia (STREISINGER et al., 1981; QIAO et al.,, 2019;


https://www.zotero.org/google-docs/?Vl8gzO
https://www.zotero.org/google-docs/?Vl8gzO
https://www.zotero.org/google-docs/?2uZLg0
https://www.zotero.org/google-docs/?5l2a2V
https://www.zotero.org/google-docs/?geVGV4
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BAILONE et al., 2019). Desde entdo, este organismo vem se destacando no ponto
de vista cientifico, principalmente por ser um vertebrado diploide com alta
complexidade, em equilibrio com sua facilidade de criagdo em condi¢des
laboratoriais (STREISINGER et al., 1981; PARNG et al., 2002; DAMMSKI et al.,
2011; BAMBINO; CHU, 2017).

Figura 3 — Peixe-zebra adulto.

Fonte:https://bityli.com/Nd3SL

O projeto de sequenciamento gendmico demonstrou alta similaridade
genética com o genoma humano. Aproximadamente 70% dos genes humanos
possuem um ortologo no peixe-zebra, sendo que 84% destes genes, sdo conhecidos
por serem associados a doencas humanas (HOWE et al., 2013). Fato este que
contribui para o emprego deste modelo alternativo em pesquisas biomédicas,
toxicologicas e comportamentais, tendo em vista preocupagdes por parte de
organizagbes governamentais o uso de vertebrados maiores na biologia
experimental (OLSON et al., 2000).

O peixe-zebra apresenta diversas caracteristicas relevantes que o tornam
organismo emergente na ciéncia. Possui pequenas dimensdes medindo de 4 a 5
centimetros na vida adulta, facilitando o manejo e manuten¢cdo (DAMMSKI et al.,
2011). Apresenta alta taxa reprodutiva, considerando que uma fémea pode desovar
cerca de 200 embrides, que contém desenvolvimento embrionario rapido e externo
(SIMONETTI et al., 2015). Além disso, a transparéncia do embrido e da larva
permite a visualizagcdo de cada estagio do desenvolvimento desde as primeiras
horas pos fertilizagao (hpf) (KIMMEL et al., 1995).


https://www.zotero.org/google-docs/?geVGV4
https://www.zotero.org/google-docs/?grLuBY
https://www.zotero.org/google-docs/?grLuBY
https://www.zotero.org/google-docs/?liLgQv
https://www.zotero.org/google-docs/?OEYKkZ
https://www.zotero.org/google-docs/?3uj8ZJ
https://www.zotero.org/google-docs/?3uj8ZJ
https://www.zotero.org/google-docs/?v7kynU
https://www.zotero.org/google-docs/?zdM7qU
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A morfogénese do peixe-zebra é dividida com base nas principais mudancas
que ocorrem durante cada estagio. Periodo de Segmentacgéo (10 - 24 hpf): Inicio do
desenvolvimento dos 6rgaos; diferenciacao celular; desprendimento da cauda;
formagado de somitos; aumento do tamanho corporal. Periodo de Faringula (24 - 48
hpf): Organizagdo bilateral; diferenciacdo das células ciliadas; notocorda
desenvolvida; faixa dorsal dos melan6foros bem definida; desenvolvimento do
cérebro, sistema nervoso e circulatério. Periodo de eclosdo: eclosdo do coérion;
morfogénese completa; desenvolvimento das nadadeiras peitorais, branquias e
mandibulas; pequena abertura da boca; nado ativo. E importante ressaltar que a
partir do periodo de eclosdo, a larva ja apresenta caracteristicas comportamentais
independentes como atividade natatéria, estimulos sensoriais e comportamento
predatério (KIMMEL et al., 1995).

Figura 4 — Estagios de desenvolvimento do peixe-zebra.
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Fonte: biorender.

Estudos recentes tém reforcado o uso desta espécie durante o estagio larval,

uma vez que o modelo exibe uma extensa gama de fendtipos comportamentais e


https://www.zotero.org/google-docs/?CbHhQY
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bioquimicos o0s quais podem ser quantificados e servir como potenciais
biomarcadores (NUNES et al., 2019; ZHU et al., 2020; PAGANOTTO LEANDRO et
al., 2021; KEIJ et al., 2021). Neste contexto, 0 uso desta espécie se torna atrativo,
ao complementar diferentes campos de pesquisa, principalmente na toxicologia de
contaminantes ambientais, modelo de doengas humanas, biologia do
comportamento e desenvolvimento de farmacos (PARNG et al., 2002; BARENYS et
al., 2019; COLWILL; CRETON, 2011; NGUYEN-CHI et al., 2014; GOESSLING;
SADLER, 2015; BAMBINO; CHU, 2017; PARK et al., 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?cLQBHk
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o envolvimento do estresse oxidativo como mecanismo de toxicidade
do cobre, torna-se importante a avaliacdo dos alvos celulares e bioquimicos
prejudicados frente a exposigdo a este metal. Estudos relacionados aos efeitos do
cobre sobre o desenvolvimento em organismos aquaticos ainda s&o escassos.
Assim, faz-se necessario investigar e aprofundar conhecimentos principalmente
quanto a toxicidade do cobre em concentracdes subletais e de relevancia ambiental,
as quais nédo sao totalmente descritas no organismo modelo peixe-zebra. Neste
sentido, o peixe-zebra é um organismo promissor com grande potencial para
investigacdo da toxicidade do cobre e seus impactos no desenvolvimento, que

reflete diretamente nos riscos ambientais deste metal em ecossistemas aquaticos.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a toxicidade do sulfato de cobre CuSO, em larvas de peixe-zebra.
3.2 Objetivos especificos

Avaliar a sobrevivéncia em larvas de peixe-zebra expostos a diferentes
concentracdes de CuSOy;

Avaliar os efeitos do CuSO, sobre parametros morfolégicos, comportamentais e

bioquimicos em larvas de peixe-zebra expostos ao CuSO,;

Avaliar marcadores de estresse oxidativo em larvas de peixe-zebra expostos ao
CuSO,.
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4 MATERIAIS E METODOS
41 Delineamento experimental

A figura abaixo demonstra a elaboragédo do delineamento experimental. Apos
a reproducdo das espécimes, os embrides foram coletados e apds trés dias, no
estagio larval de 72 hpf, as larvas de peixe-zebra foram expostas a diferentes
concentracdes de CuSO4 e a avaliacao da toxicidade foi realizada no estagio de 96
hpf.

Figura 5 — Delineamento experimental. Periodo de exposicdo ao CuSO,,
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4.2 Criagao, manutencao de peixe-zebra e obtencao de embrides

Espécimes adultas de peixe-zebra (Danio rerio) selvagem foram mantidos sob
condigdes controladas de agua em pH 7, condutividade 400 uS e temperatura na
faixa de 26 a 28° C em sistema de recirculacdo ZebTec®, sendo estes paradmetros
essenciais para a criagdo em biotério. Assim como, o fotoperiodo garantindo um
ciclo claro e escuro de 14/10 horas e a suplementagao nutricional com ragao
comercial e alimentos biolégicos como Artemia sp. quatro vezes ao dia. Apos a
reproducdo dos espécimes adultos e manutencdo dos embrides, os mesmos foram
mantidos em uma incubadora BOD a 28 °C em meio E3 (KCI 170 3M, MgCl, 1 M,
NaCl 4 M e C;sH,sCIN;S1 (azul de metileno) 1 M, obtendo a concentragao final do
meio: KCI 170 yM), MgCl, 330 uM, NaCl 5 mM e azul de metileno 0,6 pM) até o
estagio larval de 3 dias pods fertilizagdo (dpf). Todos os protocolos experimentais
utilizados neste trabalho foram aprovados e regulamentados pelo comité de ética
local (CEUA/UNIPAMPA protocolo n° 2022.PE.S.1007).
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4.3 Curva de concentragao dose-resposta

Para a determinacdo da curva dose-resposta, 72 larvas de peixe-zebra com
72 hpf foram expostas ao CuSO, nas concentracdes de 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100,
200 e 300 pM (n=2). Como grupo controle, larvas no mesmo estagio foram expostas
apenas com a agua do sistema Zebtec®.

A fim de obter concentragées minimas de CuSO, a qual induz toxicidade do
composto, baixa taxa de mortalidade e ambientalmente relevantes, as

concentragdes de 1, 2 e 10 yM foram escolhidas para as analises posteriores.

4.4 Exposigao aguda ao CuSO,

Larvas de peixe-zebra com 72 hpf foram expostas durante 24 horas ao
CuSQ,, nas concentragdes de 1, 2 e 10 yM, em placas de 12 pogcos em um volume
final de 3 mL. As diluigbes foram preparadas com agua do sistema Zebtec® e as

larvas foram mantidas em incubadora BOD durante a exposicao.
4.5 Taxa de sobrevivéncia e alteragoes morfoldgicas

A taxa de sobrevivéncia foi analisada através de fatores como batimento
cardiaco e auséncia de necrose através do estereomicroscopio Carl ZeissStemi
2000C acoplado a céamera digital Moticam 2000. As alteragdes morfologicas foram
avaliadas através de 10 larvas por concentracdo, considerando caracteristicas
como area do saco vitelinico, tamanho corporal e inflagdo da bexiga natatéria (n= 3).
Para obtengcdo das imagens, as larvas foram insensibilizadas temporariamente por
frio, fixadas com metilcelulose 3% em l|aminas de microscopia para serem

analisadas através do software Image J (AGUILAR, 2014).

Figura 6 — Larva de peixe-zebra (controle) em 96 hpf. Medigbes realizadas pelo software Image J:

Laranja escuro - Comprimento do corpo (mm; Laranja claro - area do saco vitelinico (mm?).
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4.6 Resposta ao Toque e capacidade Natatoria

Apds o término da exposig¢ao, 15 larvas de peixe-zebra com 96 hpf de cada
concentracdo foram submetidas ao teste comportamental de resposta ao toque e
capacidade natatéria (n=4) De forma randomizada, uma larva de cada vez foi
posicionada suavemente no centro de uma placa de Petri contendo agua do sistema

Zebtec®. As larvas foram aclimatadas durante 2 minutos e foi realizado o toque na
regido caudal com auxilio de uma seringa BD Ultrafine™ com agulha de 6mm

(estimulo). O numero de estimulos necessarios para o primeiro deslocamento foi
registrado como também a capacidade da larva em realizar um escape resposta de
natacdo em diregéo a periferia (COLWILL; CRETON, 2011).

4.7 Determinacao de espécies reativas de oxigénio

A oxidagao do diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceina foi usada para determinar
0s niveis de espécies reativas (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992), obtida
através de duas metodologias: Preparo do homogenato ex vivo e imagens

representativas in vivo.
4.7.1 Preparo do homogenato para determinacao de ERO (ex vivo)

Para esse ensaio, 15 larvas foram homogeneizadas em HEPES 20 mM pH 7
no PowerlLyzer durante 30 segundos a 2000 rpm e depois, centrifugadas por 10
minutos a 1000 g e 4 ° C (n=10). O sobrenadante foi isolado e incubado nas placas
Elisa com HEPES 20 mM pH 7, reagente DCF 10 mM, obtendo concentragao final
de 0,2 mM do reagente na placa. A emissao de fluorescéncia do DCF foi monitorada
apo6s 40 minutos em um comprimento de onda de excitagcdo/emissao 488 e 530 nm.
Os valores foram normalizados pela concentragcdo de proteina nas amostras e o

resultado foi expresso pela porcentagem do controle.
4.7.2 Obtengao das imagens representativas (in vivo)

Seis larvas de cada concentragdo foram incubadas por uma hora com agua
do Sistema ZebTec® e DCF 1 mM, obtendo concentragdo final de 10 yM do

reagente. Posteriormente, as larvas foram anestesiadas no gelo e fixadas em
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ldaminas de microscopia com metilcelulose 3%. As imagens foram adquiridas pelo

microscopio Axioscépio ZEISS 5 acoplado a camera digital Axiocam.
4.8 Determinacgao dos niveis de tidis nao proteicos (NPSH)

Para a dosagem de NPSH, 30 larvas foram homogeneizadas manualmente
com pistilo em TrisHCI pH 8 (n=5). Os homogenatos foram submetidos a
precipitacdo de proteina por adicdo de PCA 0,5 M, mantidos no gelo e depois,
centrifugadas por 5 minutos a 10000 g a 4° C. O sobrenadante foi isolado e incubado
por 15 minutos no escuro, nas placas Elisa com TrisHClI pH 8 e acido
ditionitrobenzdéico (DTNB) 5 mM, obtendo concentragao final de 0,1 mM do reagente
na placa. Posteriormente, a absorbancia foi lida a 412 nm usando leitor de placas
multimodo EnsPire® Perkin Elmer (Waltham,MA). Os resultados foram expressos

nmol de NPSH/mg de proteina pela porcentagem do controle.
4.9 Determinacgao da viabilidade celular in vivo

A viabilidade celular foi medida pelo ensaio da Resazurina, de acordo com
procedimentos estabelecidos com modificagcdes (WILLIAMS; RENQUIST, 2016). Para
esse ensaio, 10 larvas por poco de cada concentragdo foram colocadas na placa
Elisa com agua do sistema Zebtec® e o reagente CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
0,2 mg/L, obtendo concentracédo final de 0,08 uM do reagente na placa (n=3). A
capacidade de mitocéndrias viaveis de reduzir a resazurina em um produto
fluorescente (resorufina) pode ser quantificado por fluorescéncia (O’BRIEN et al.,
2000). A emissao de fluorescéncia da resorufina foi monitorada apos 20 horas em
comprimento de onda de excitagdo/emissdo 530 e 600 nm. Os valores foram
normalizados pela concentracido de proteina nas amostras e o resultado foi expresso

pela porcentagem do controle.
4.10 Quantificagao de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi determinada pelo método de Coomassie
Blue, utilizando albumina de soro bovino como padrao. A absorbancia das amostras
foi medida em 565 nm em leitora de placa multimodo EnsPire® Perkin Elmer
(Waltham,MA) (KRUGER, 1994).
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4.11 Analise estatistica

Para as analises estatisticas dos resultados, os dados foram submetidos aos
testes de normalidade de Kolmogorov Smirnov, Shapiro-Wilk, D'Agostino e Pearson.
Dados paramétricos foram analisados pelo teste unidirecional (one-way ANOVA) e
pos teste de Dunnett de multiplas comparagdes. Dados ndo paramétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn's. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao (S.E.M) representados na forma de barras,

considerando-os significativos quando p < 0,05.
5 RESULTADOS
5.1 Efeito da exposi¢ao aguda ao CuSO, na sobrevivéncia larval

A curva de sobrevivéncia das larvas de peixe-zebra expostas a
concentragbes de CuSO, (1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 200 e 300 yM) demonstrou
que as concentragdes de 1, 2, 5 e 10 yM ndo compromete a sobrevivéncia das
larvas, quando comparadas com o controle. No entanto, larvas expostas a
concentragdes a partir de 20 apresentaram diminuigdo na taxa de sobrevivéncia (Fig
7). A partir da curva de mortalidade, foi determinada a concentragao letal (CL50)

das larvas, a qual pbde ser observada na concentracao de 60 uM de CuSO,.

Figura 7 — Curva de sobrevivéncia de larvas de peixe-zebra expostas a diferentes concentragdes de

CuSO, no periodo de 24 horas.
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5.2 Exposicao ao CuSO, prejudica o desenvolvimento larval

A exposigao ao CuSO, exerceu efeitos negativos no desenvolvimento larval
em todas as concentragdes testadas, ao apresentarem diminuigdo significativa no
comprimento corporal quando comparado com o controle (Fig. 8a). Assim como,
aumento significativo na area do saco vitelinico (Fig. 8b) e comprometimento na

inflacdo da bexiga natatoria (Fig. 8c)

Figura 8 — Analises morfométricas de larvas expostas ao CuSQO,. (a) comprimento (mm); (b) area do
saco vitelinico; (c) inflagdo da bexiga natatdria; (d) imagem representativa de larvas em 96 hpf. Os
grupos foram submetidos ao teste unidirecional (one-way ANOVA). Dados foram expressos pela
porcentagem do controle e média * SEM, considerados estatisticos quando **p<0,05;
***n<0,0009:****p<0,0001.
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5.3 Exposigao ao CuSO, induz alteragoes comportamentais

Em todas as concentragdes testadas, a exposicao ao CuSO,demonstrou que
as larvas de peixe-zebra necessitaram de um numero maior de estimulos tateis para
apresentar a resposta de escape (Fig 10a).

Em relacdo ao comportamento motor, o CuSO, diminuiu a capacidade
natatéria das larvas, uma vez que nao exibiram o nado padrao de fuga em diregao a
periferia quando comparado com o controle (Fig. 10b). Ademais, larvas expostas as
menores concentracbes apresentaram nado irregular, enquanto a maior
concentracdo as larvas exibiam contragdes consecutivas na cauda e permaneciam

reclinadas durante o ensaio.

Figura 9 — Ensaios comportamentais (a) Resposta ao toque (analise sensorial) (b) Capacidade
natatéria (comportamento motor). Os grupos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste
comparativo de Dunn's. Dados foram expressos pela porcentagem do controle e média + SEM. Os
resultados foram considerados significativos quando ***p<0,0009;****p<0,0001.
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5.4 Exposicao ao CuSO, alterou parametros oxidativos

Para determinar se um dos mecanismos de toxicidade do cobre & através do
estresse oxidativo, a oxidacdo do diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceina foi usada
para avaliar os niveis de espécies reativas. As imagens sao unicamente
representativas da fluorescéncia do DCFDA das larvas incubadas in vivo com o
reagente apds o término da exposigao (Fig. 10a). Enquanto os niveis de ERO foram
determinados somente pelo preparo do homogenato incubado, o qual foi incubado
com o reagente (Fig 10b).

Como resultado, a exposicdo aguda ao CuSO, resultou em alteracdes na
homeostase redox, com o aumento significativo nos niveis de espécies reativas de
oxigénio em comparagdo com o controle, de maneira dose-dependente ente (Fig
10a-10b). Ao mesmo tempo que os niveis de tidis ndo proteicos diminuiram

principalmente nas concentragdes de 1 e 10 yM (Fig .11).

Figura 10 — Efeitos do CuSO, sobre a produgédo de ERO (a) Representagao da fluorescéncia do
DCFDA em larvas in vivo; (b) Quantificagdo de ERO através do preparo do homogenato incubado
com DCFDA. As analises estatisticas foram realizadas através do teste unidirecional (one-way
ANOVA) seguido do teste de multiplas comparagdes de Dunnett. Dados foram expressos pela
porcentagem do controle e média + SEM, considerados estatisticos quando *p<0,05;
**p<0,002;****p<0,0001.
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Figura 11 — Avaliagdo nos niveis de NPSH em larvas expostas ao CuSO, .A analise estatistica foi
realizada através do teste unidirecional (one-way ANOVA) seguido do teste de multiplas comparacdes
de Dunnett. Dados foram expressos por yM NPSH/mg proteina pela ‘porcentagem do controle e

média + SEM, considerados estatisticos quando *p<0,05; ***p<0,002;****p<0,0001.
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5.5 Exposicao ao CuSO, prejudicou a viabilidade celular das larvas

A avaliacdo da viabilidade celular foi determinada a partir do ensaio de
Resazurina. Larvas de peixe-zebra expostas ao CuSO, apresentaram diminui¢cao
significativa na viabilidade celular, com excecdo da menor concentragcdo testada
(Fig. 13).

Figura 13 - Avaliagdo da viabilidade celular in vivo de larvas de peixe-zebra a. A analise estatistica foi
realizada através do teste unidirecional (one-way ANOVA) seguido do teste de multiplas comparacdes

de Dunnet. Dados foram expressos pela porcentagem do controle e média £+ SEM, considerados

estatisticos quando *p<0,05; **p<0,004.
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6 DISCUSSAO

A concentracdo de cobre permitida em agua potavel no Brasil € de 2 mg/L
(BRASIL, 2021) e no presente trabalho, investigamos a toxicidade do CuSO, em
larvas de peixe-zebra, avaliando concentragdes permitidas dentro da legislagao
brasileira. Ferramentas sensiveis para o biomonitoramento do cobre em ambientes
aquaticos €& necessaria, tendo em vista que a toxicidade do cobre afeta
negativamente o desenvolvimento de organismos aquaticos (JOHNSON; CAREW,;
SLOMAN, 2007a; WEIR et al., 2019; BRIX et al., 2022).

Observamos que a exposi¢gao aguda ao CuSO, diminui a sobrevida das

larvas a medida que a concentracdo aumenta. Concentra¢des de 1 até 10 uM nao
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comprometem significativamente a sobrevivéncia, sendo semelhantes com o
controle, consideradas concentragcdes subletais. No entanto, concentracbes
superiores a 20 yM prejudicaram a sobrevivéncia das larvas.

Os calculos do valor de CL50 demonstraram nitidamente dependéncia
logaritmica com o tempo de exposicdo no valor de 60 yM. Assim, suportando a
hipétese de que o cobre gera resposta dependente da dose, corroborando com
dados disponiveis na literatura que relacionam o tempo de exposicdo e a
concentragdo de CuSO, (D’ALENCON et al., 2010; NGUYEN et al., 2020).

O desenvolvimento embrionario do peixe-zebra é descrito com base na
morfogénese particular de cada estagio, resumidamente, dividido em periodo de
segmentacao, faringula e eclosao, sendo o ultimo estagio caracterizado pelo inicio
da atividade natatéria (KIMMEL et al., 1995). Durante esse estagio a principal fonte
de nutricdo das larvas sao fornecidas pelo saco vitelinico e sua absorcao reflete no
o6timo desenvolvimento e quaisquer alteragdes podem comprometé-lo (WILSON,
2012; SCHWARTZ et al., 2021).

A avaliagdo morfométrica considerando comprimento corporal (mm), area do
saco vitelinico (mm?) e aparecimento da bexiga natatéria foi prejudicado pelo CuSO,
em todas as concentracdes testadas. Frequentemente, peixes embrionarios e larvas
apo0s a exposicao a toxicantes apresentam deformagdes estruturais no saco
vitelinico, patologia denominada como edema de saco vitelinico, o que nao foi
observado nos organismos analisados (AGUILAR, 2014; WITESKA et al., 2014;
SANT; TIMME-LARAGY, 2018; TASLIMA et al., 2022).

Nossos resultados sugerem que o aumento da area do saco vitelinico com a
diminuicdo do tamanho corporal de maneira dose-dependente é devido a baixo
consumo do saco vitelinico e consequentemente, perturbacao da nutricdo adequada
para o crescimento dindmico durante este estagio. Logo, podendo indicar atraso no
desenvolvimento larval, tendo em vista que o comprimento padrao de larvas em 96
hpf € de 3.5 + 4 mm (JOHNSON; CAREW; SLOMAN, 2007b; WILSON, 2012).
Resultados semelhantes foram demonstrados por JOHNSON et al. 2007, em que
peixe-zebra durante a fase embrio-larval expostos a concentragdes de CuSO,
também apresentaram atraso no desenvolvimento.

Além disso, outro parametro importante durante este estagio € a inflacdo da

bexiga natatéria para que a larva inicie gradualmente seu nado ativo (KIMMEL et al.,
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1995). Observamos diminui¢do significativa quanto ao desenvolvimento da bexiga
natatéria de todas as larvas expostas ao CuSO, quando comparado com o controle,
também podendo estar relacionado ao comprometimento do desenvolvimento.

Parametros comportamentais sdo extensivamente estudados em peixe-zebra
durante a fase embrio-larval, considerados ferramentas sensiveis e essenciais para
o estudo de respostas bioldégicas em toxicologia (COLWILL; CRETON, 2011;
PAGANOTTO LEANDRO et al.,, 2021). Em relacdo as respostas mediadas por
parametros sensorio-motores, o CuSO, prejudicou o comportamento das larvas em
96 hpf. Neste estagio de desenvolvimento, larvas de peixe-zebra respondem a
estimulos tateis na cauda ou cabeca, desenvolvido nas primeiras 24-27 hpf. Como
também, exibem comportamentos de fuga caracteristicos tendo preferéncia pela
periferia (tigmotaxia) (RICHENDRFER; CRETON, 2013).

Observamos que larvas expostas ao CuSO, necessitam de um niumero maior
de estimulos para apresentar resposta de escape. Ao mesmo tempo que
apresentaram diminuicdo na capacidade natatéria em n&o exibir nado padrao de
fuga em direcdo a periferia, quando comparados com o controle. Este déficit
locomotor pode estar relacionado a toxicidade do CuSO,, que possui como alvo
sistemas sensoriais. A interrupcdo das células que compde este sistema, tendo
como exemplo, os neuromastos, tem implicagdes comportamentais como ja
descritos em diferentes espécies de peixes e anfibios (HERNANDEZ et al., 2006;
LINBO et al., 2006; OLIVARI; HERNANDEZ; ALLENDE, 2008; BRIX et al., 2022).
Além disso, outro estudo revelou que o cobre induz a disfungdo de locomogao em
peixe-zebra na fase embrio-larval (ZHANG et al., 2015), o que poderia explicar em
nosso trabalho, movimentos disfuncionais observados na atividade natatéria em
larvas expostas ao CuSO,.

A evolugdo do metabolismo oxidativo conferiu que mecanismos de defesa
garantissem o balanco redox das células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Em
condigcbes fisioldgicas, moléculas oxidantes participam de processos biolégicos
essenciais, principalmente, no desenvolvimento embrionario, caracterizado por uma
alta taxa de diferenciacdo. Porém, o desequilibrio favorecendo moléculas
pré-oxidantes, causa disturbios no desenvolvimento (JOHNSON; CAREW,;
SLOMAN, 2007).

Avaliando marcadores bioquimicos de estresse oxidativo, a exposicdo ao
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CuSO, conduziu ao aumento na geragao de ERO, concomitantemente, a redugao
dos niveis de tidis ndo proteicos (NPSH), em comparagao com o controle. Possiveis
mecanismos tém sido propostos para explicar a toxicidade induzida pelo cobre.

Estudos associam seu carater pré-oxidante em razdo da particularidade em
adotar status redox distintos, participando de reacdes redox para formar ERO, além
de possuir alta afinidade por grupamentos tiol (SH), em particular a GSH (GAETKE;
CHOW, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; BRIX et al., 2022). A vista disso,
estudos tém caracterizado o modelo de inflamagao induzida por CuSO, em larvas de
peixe-zebra, dada a capacidade de gerar respostas inflamatdrias via estresse
oxidativo (PEREIRA; CAMPQOS; BOGO, 2016; NGUYEN et al., 2020)

A GSH é um tripeptideo intracelular ubiquo essencial na defesa antioxidante,
caracterizado pela presenga do grupamento tiol em sua estrutura (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Nossos resultados demonstraram que a exposi¢géo de 2 uM
CuSO, levou ao aumento de NPSH em comparacdo com 1 e 10 yM, mas nao
quando comparado com o controle. Esse resultado pode ser sugestivo de uma
possivel tentativa de reverter o desequilibrio na homeostase redox causado pela
exposicao ao metal ou pelo envolvimento de outros componentes do sistema de
defesa antioxidante (FREEDMAN; CIRIOLO; PEISACH, 1989; RAY et al., 2020).

Quanto a avaliagao da viabilidade celular, verificamos efeito dose-dependente
com o aumento da concentragdo do CuSO,, determinada através do ensaio da
resazurina. Larvas de peixe-zebra apresentaram diminuigdo significativa na
viabilidade celular, com excecdo da menor concentracdo. O comprometimento das
células sugere que a exposi¢cao ao cobre prejudica o metabolismo de mitocondrias
viaveis em reduzir a resazurina via NADH (O’BRIEN et al., 2000; PRABST et al.,
2017). Esse resultado, pode sugerir o envolvimento do estresse oxidativo no
metabolismo de mitocéndrias viaveis, tendo em vista que as ERO s&o danosas ao
funcionamento da mitocondria e, consequentemente, prejudiciais ao organismos
(PAN et al., 2018; TIRICHEN et al., 2021 CHEN et al., 2022).

O envolvimento do estresse oxidativo na toxicidade do cobre em larvas de
peixe-zebra foi constatado em nossos estudos. Vale ressaltar que o cobre, mesmo
em concentragbes incapazes de induzir altas taxas de mortalidade, € capaz de
comprometer parametros bioquimicos e comportamentais, além de prejudicar o
desenvolvimento dos organismos expostos (HERNANDEZ et al., 2006; JOHNSON;
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CAREW; SLOMAN, 2007a; WEIR et al., 2019). Assim, torna-se evidente a relevancia
de monitoramentos ambientais, visto que a presenga do cobre no ambiente
prejudicou severamente parametros essenciais do desenvolvimento do peixe-zebra.
Portanto, o cobre pode representar ameacgas as demais espécies presentes na biota,
principalmente organismos aquaticos, os quais sd0 mais sensiveis a poluicdo por

metais pesados.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Demonstramos no presente trabalho, que o peixe-zebra € um 6timo
modelo para o estudo da toxicidade do cobre. Nossos resultados mostraram que
concentragbes menores do que a permitida em agua potavel no Brasil prejudicou
parametros comportamentais e bioquimicos em larvas de peixe-zebra. Assim como,
reforgcou a hipotese do envolvimento do estresse oxidativo como mecanismos de
toxicidade do cobre. Além de correlacionar o prejuizo deste metal sobre o
desenvolvimento em larvas de peixe-zebra e déficits locomotores e sensoriais.
Desse modo, este organismo se mostra promissor em estudos ecotoxicoldgicos,
visto que exibe alta sensibilidade a menores concentragdes, auxiliando na detecgcao
de possiveis riscos relacionados a contaminagao ambiental por metais. Porém, mais
estudos sao necessarios para a compreensdo de vias bioquimicas envolvidas na

toxicidade deste metal.
8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar dos resultados terem demonstrado de modo eficiente a toxicidade do
cobre em concentragbes menores que as permitidas pela legislagado brasileira,
estudos adicionais sdo necessarios. Principalmente na investigacdo desse metal na
modulacdo de respostas inflamatdrias, tendo em vista a relevancia do papel da
inflamacdo sob condicbes patolégicas e a relagdo com doengas cronicas e

degenerativas.
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