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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Biologicas

Universidade Federal do Pampa

TOXICIDADE DO FUNGICIDA MANCOZEB EM LARVAS DE PEIXE-ZEBRA
Danio rerio (Hamilton, 1822) SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS E
COMPORTAMENTAIS

AUTORA: ILLANA KEMMERICH MARTINS
ORIENTADOR: Prof2, Dr2. Thais Posser
Data e local da defesa: Sdo Gabriel, 30 de marco de 2021.

O uso exacerbado de agroquimicos compromete a qualidade ambiental e causa danos a
organismos ndo-alvo. O mancozeb (MZ) é um fungicida amplamente utilizado na agricultura
em diversas culturas, alguns aspectos deste composto como instabilidade, decomposicéo e
interacdes com o meio ambiente tém motivado estudos sobre a toxicidade do MZ em
organismos aquaticos. O presente estudo avalia os efeitos da exposi¢cdo ao fungicida MZ sobre
as vias de sinalizacdo celular na fase larval de Danio rerio (peixe-zebra). Larvas de peixe-zebra
aos 4, 5 e 6 dias pos fertilizacdo (dpf) foram expostas a MZ por até 72 horas a concentracfes
ambientalmente relevantes. Os resultados ndo mostraram alteracGes na mortalidade das larvas
por MZ, entretanto, parametros comportamentais como habilidade motora avaliada pela
distancia percorrida, tempo imoével e tempo gasto na area periférica foram profundamente
afetados. No ensaio bioquimico DCF-DA, as larvas expostas demonstraram uma inducéo na
geragdo de espécies reativas de oxigénio nas maiores concentracdes apos 24 horas de tratamento.
Através do ensaio utilizando o corante laranja de acridina, foi registrado um aumento do nimero
de celulas apoptdticas, severos danos ao DNA foram observados através do teste do cometa,
seguidos de alteracBes nas enzimas antioxidantes e AChE. Proteinas de sinalizacdo celular
foram moduladas pelo MZ, sendo observada inducdo na fosforilacdo de p38, ERK1/2 e AKT
enquanto a fosforilacdo de JNK1/2 foi inibida sem alterar o contetdo total dessas proteinas.
Nossos achados revelam de forma inédita que a fase larval dos peixes é suscetivel a doses
subletais de MZ, que induzem neurotoxicidade, formacao de ERO e modulacéao da fosforilagdo
de proteinas de sinalizacdo celular. Assim, a exposicao ao MZ na fase larval pode comprometer
0 comportamento exploratorio, alimentacdo e reproducdo na fase adulta.



Palavras-chave: apoptose; agroquimico; genotoxicidade; organismos ndo alvo, vias de

sinalizacéo.
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ABSTRACT
The exacerbated use of agrochemicals compromises environmental quality and causes damage
to nontarget organisms. Mancozeb (MZ) is a fungicide used in several crops; some aspects of
these compounds, such as instability, decomposition, and interactions with the environment,
have motivated studies about MZ toxicity on aquatic organisms. The present study evaluates
the effects of MZ on behavioral and biochemical parameters in larval phase of Danio rerio
(zebrafish). Zebrafish larva at 4, 5- and 6-days post fertilization (dpf) were exposed to
environmentally relevant concentrations of MZ until 72 h. MZ did not affect the larvae
mortality, however, behavioral parameters such as motor ability evaluated by traveled distance,
immobile time, and time spent in the peripheral area were deeply affected. Larvae exposed to
the highest MZ concentration at 24 h of treatment demonstrated a significant change in ROS
generation. An augmented number of apoptotic cells, severe DNA damage followed by
antioxidant enzyme alterations were registered. MZ targeted cell signaling proteins, it was
observed and induction in the phosphorylation of p38, ERK1/2, and AKT whereas JNK1/2
phosphorylation was inhibited without altering the total content of these proteins. Our findings
reveal in an unprecedented way that the larval phase of fishes is susceptible to sublethal doses
of MZ, which induced neurotoxicity, ROS formation, and modulation of phosphorylation of

cell signaling proteins.

Keywords: apoptosis; agrochemical; genotoxicity; non target organism; signaling pathways.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, consta uma breve revisdo da literatura sobre os temas
trabalhados nesta tese. A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem parte desta
tese estdo apresentados sob a forma de manuscrito, que se encontra no item MANUSCRITO.
No mesmo constam as secOes: Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas. O item CONCLUSOES, encontrado no final desta tese, apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados dos manuscritos presentes neste trabalho.

As REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que aparecem no item INTRODUCAO.
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1. INTRODUCAO

1.1 Agroquimicos

Ao longo dos seculos, 0 aumento populacional e a expansao agricola levaram o0 homem
a buscar por compostos quimicos que auxiliem no aumento da produtividade visando atender a
demanda de alimentos, atuando no controle de pragas e doencas que colocam em risco a
producgéo de alimentos (IPEA, 2016).

Na década de 60, a revolucdo verde adentrou na agricultura mundial o uso de novas
tecnologias, como maquinas, adubos e defensivos quimicos, visando a maximizagdo dos
rendimentos dos cultivos em diferentes situacfes ecoldgicas através do controle de doencas e

aumento de produtividade (Lazzari and Souza, 2017).

Segundo a Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, séo considerados agroquimicos e afins:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecédo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (Brasil,
1989).

De acordo com dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 0 mercado
brasileiro cresceu 190% e, desde 2008, o Brasil adquiriu o titulo de maior mercado mundial de
agroquimicos (Carneiro et al., 2015). A livre comercializagdo, sua ampla utilizagdo e a pressao
exercida através de empresas produtoras e distribuidoras de agroquimicos, sdo fatores que
contribuem com o grande consumo destes produtos estando associado a altos niveis de

contaminag¢do humana e ambiental em regides agricolas no Brasil (Cassal et al., 2014).

Estudos associam o uso dos agroguimicos a efeitos nocivos a saude humana, sendo que
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a contaminacdo pode ser ocupacional levando a intoxicacdo de agricultores e pelo consumo
levando & contaminag&o dos consumidores deste alimento, tornando-se assim um problema de
salde publica (Cassal et al., 2014). A exposicdo a agroquimicos, pode causar comprometimento
do funcionamento do sistema nervoso (Richardson et al., 2019) levando ao surgimento de
doencgas neurodegenerativas, como as Doenga de Parkinson e Alzheimer entre outras (Kwakye
etal., 2017; Voorhees et al., 2019).

1.2 Compostos Ditiocarbamatos

Os ditiocarbamatos (DTCs) constituem uma classe de compostos ligantes
organossulfurados, que formam complexos estaveis com metais, sdo derivados do acido
ditiocarbdmico (NH2CS2H) e analogos aos carbamatos (CH3NO>) (Figura 1), onde os dois

atomos de oxigénio do carbamato sdo substituidos por &tomos de enxofre (Fu et al., 2017).

Os DTCs foram desenvolvidos entre as décadas de 1930 e 1940 e ainda hoje sdo
utilizados isoladamente ou associados a outros compostos, atuando como antifungicos
(Balardin et al., 2017). Atualmente, 21 compostos da classe dos ditiocarbamatos séo
comercializados, sendo seu uso direcionado a producdo de frutas e vegetais, tratamento de

sementes, solo, foliar e pds-colheita (Motarjemi and Lelieveld, 2013).

Figura 1. Estrutura e derivacao dos compostos ditiocarbamatos.

) S
R-1 ﬁ R u R R )-I\ R
1 2 1 2
/N—C—SH o N Sn s
R Rs Rj
acido ditiocarbamico carbamato ditiocarbamato

Fonte: Mello, 2014.

Com base na estrutura do esqueleto de carbono, os DTCs sao divididos em subclasses
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dependendo da natureza do elemento que esta complexado ao esqueleto organossulfurado (Bala
et al., 2014), como mostrado abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Subclasses dos compostos Ditiocarbamatos.

Subclasses Metais de transicao
Metilditiocarbamatos (MDTC) Metam-sodico (Na)
Dimetilditiocarbamatos (DMD) Ziram (Zn), Ferbam (Fe) e Tiram
Propilenobisditiocarbamtos (PBDC) Propinebe (Zn)
Etileno bis-ditiocarbamatos (EBDC) Manebe (Mn), Zineb (Zn), Nabam (Na),
Metiram (Zn), Mancozeb (Mn e Zn).

Segundo a Anvisa (2017), no Brasil s&o autorizados o uso e comercializagdo de cinco
ditiocarbamatos com uso em 38 culturas de alimentos sendo estes o mancozeb, metiram,

propinebe, tiram e metam-sédico.

1.2.1 Toxicocinética dos Ditiocarbamatos

A sua natureza lipofilica dos compostos DTC os torna adequados para sua passagem
através da membrana celular (Alves, 2016). Sua absorcdo ocorre através do trato
gastrointestinal, pulmdes e pele (Janz, 2014). Estudos com compostos ditiocarbamatos
incluindo mancozeb demonstraram que estes sofrem detoxificacdo via S-glicuronidacdo ou
biodegradacao formando metabdlitos como dissulfeto de carbono (CSz), tiouréia, alquilaminas,
etilenoaminas entre outros produtos de biotransformacéo (Bala et al., 2014; Easton et al., 2001;
Odularu and Ajibade, 2019).

A biotransformacéo in vivo ou degradacdo ambiental de etileno bis-ditiocarbamatos
para formar ETU é de importancia toxicoldgica devido as propriedades antitireoidianas e
carcinogénicas deste produto de degradacdo. Na verdade, a disfungdo tireoidiana e 0s
parametros relacionados sdo os desfechos mais sensiveis observados em animais de laboratorio
(Axelstad et al., 2011; Maranghi et al., 2013). Foi relatado que a neurotoxicidade apds a
exposicdo croénica ao maneb envolve a neurotransmissdo dopaminérgica; no entanto, a
associagao com o parkinsonismo permanece obscura e pode estar relacionada ao contetdo de

manganés do maneb, a certos metabdlitos como dissulfeto de carbono e/ou a capacidade dos
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ditiocarbamatos de se ligarem a metais divalentes e formar mais complexos lipofilicos capazes
de atravessar a barreira hematoencefalica. Os compostos pertencentes a subclasse dos etilenos
bis-ditiocarbamatos, como o fungicida mancozeb tem o mesmo potencial (Costa-Silva et al.,
2018b; Montgomery et al., 2018).

1.3 Mancozeb

O Mancozeb (MZ) consiste em um fungicida de amplo espectro, pertencente ao grupo
dos organossulfurados, classe dos ditiocarbamatos e subclasse dos etilenos bis-ditiocarbamato
possuindo os metais manganés e zinco na sua férmula molecular (CsHsMnN2Ss) X (Zn)y
(Figura 2). O MZ apresenta-se como um po6 amarelo-cinzento, possuindo com baixa
solubilidade em agua (6mg/L a 25°C) e na maioria dos solventes organicos, sendo complexado
com 20% de manganés e 2-5% de zinco. No ambiente, 0 MZ possui meia-vida de 2 dias em
solos aerobicos, de 8 dias em solos anaerdbicos, possui baixo potencial de volatilizacdo no ar
além de ser decomposto em altas temperaturas pela umidade e condic¢Ges &cidas (Balardin et al.,
2017). J& nas matrizes aquaticas, 0 composto é rapidamente hidrolisado, apresentando meia
vida de 2 dias (LOpez-Fernandez et al., 2016).

Figura 2. Formula estrutural do etileno bis-ditiocarbamato Mancozeb.

HN NH HN NH
S S S S
N/
Mn zh
Fonte: Sigma Aldrich — https://shorturl.at/sIXY0

Este composto, assim como os demais ditiocarbamatos, possui a vantagem de apresentar
um modo de acdo do tipo multissitio (Figura 3), interagindo inespecificamente com varios

passos no metabolismo fungico, como na formagdo de complexos com enzimas que possuem


https://shorturl.at/sIXY0
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grupos sulfidrila, consequentemente essas enzimas sdo inativadas causando distdrbios no
metabolismo e integridade celular, além de promover controle de fungos em amplo espectro e

uma gestao de resisténcia para novos fungicidas (Marques, 2017).

Figura 3. Locais de acao dos fungicidas multissitios na célula fungica. Na célula flngica, os
fungicidas podem comprometer estruturas celulares como mitocondria, ribossomos, membrana

plasmatica, nucleo, reticulo endoplasmatico liso e rugoso.

Fonte: Adaptado de Balardin et al., 2017.

No Brasil, o fungicida MZ possui registro para ser utilizado em aplicacéo foliar para 46
culturas, possuindo 34 diferentes formulagdes comercializadas no pais e sendo indicado para o
controle de 43 espécies de fungos fitopatogénicos (MAPA, 2019), desempenhando um papel
significante no mercado global de agroquimicos (Gullino et al., 2010). Dessa forma, o
mancozeb € o terceiro agroquimico mais comercializado no pais com mais de 49 mil toneladas
vendidas em 2019 (IBAMA, 2019).

1.3.1 Mancozeb e toxicidade

Parte dos efeitos toxicoldgicos do MZ sdo atribuidos a presenca dos metais manganés e
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zinco em sua formulacgéo e ao seu principal produto de degradacdo, como a ETU (Runkle et al.,
2017).

O estudo de Calviello et al. (2006) demonstrou que a exposi¢cdo ao MZ alterou a
expressdo de genes relacionados & modulagdo da cascata apoptotica. Este efeito pro-apoptético
em células de ratos foi relacionado a um aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio

(ERO), tendo como consequéncia uma elevacao de danos ao DNA.

Em cultura de linfdcitos humanos expostos ao MZ, foi observado aumento na apoptose.
Este, foi associado a um aumento na concentracdo intracelular de ERO, que ocorreu de forma
dose dependente. Além disso, em decorréncia a exposicdo ao fungicida, foi observado um
aumento na frequéncia de células com aberracdes cromossdmicas e micronucleos (Srivastava
etal., 2012).

Estudos tém demonstrado diversos efeitos toxicos do MZ como disfun¢des reprodutivas
(Liu et al., 2017; Mohammadi-Sardoo et al., 2018), alteracdo da producdo de energia a nivel
mitocondrial (Todt et al., 2016) e genotoxicidade (Goldoni et al., 2014). Além disso, estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa identificaram que a exposicdo ao fungicida acarretou no
acumulo de metais no encéfalo de Cyprinus carpio, além de causar alteracdes em marcadores
de estresse oxidativo (Costa-Silva et al., 2018b), Drosophila melanogaster adultas (Saraiva et
al., 2018) e embrides de peixe-zebra (Costa-Silva et al., 2018a).

A toxicidade do fungicida MZ vem sendo associada a presenca do ion metalico
manganés em sua formulacéo, causando efeitos neurotdxicos relacionados ao aumento de ERO
(Domico et al., 2006; Negga et al., 2011), este é capaz de penetrar a barreira hematoencefalica,
acumulando-se no cérebro de organismos ndo alvos (Costa-Silva et al., 2018b), além de
mimetizar sinais semelhantes a doenga de Parkinson (Montgomery et al., 2018) como alterag0es

locomotoras nos individuos expostos ao agroquimico.

Sabendo que o MZ pode estar associado a incidéncia de doencas neurodegenerativas,
torna-se importante elucidar os mecanismos envolvidos na toxicidade do composto, uma vez

que ainda néo estdo bem descritos na literatura.

1.4 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico esta envolvido em processos fisiologicos criticos, como atencao,
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aprendizagem, memoria, resposta ao estresse, vigilia e sono, e informacdes sensoriais (Bertrand
and Wallace, 2020).

Neste sistema, a acetilcolina (ACh) (Figura 4), foi a primeira substancia encontrada e
caracterizada como um neurotransmissor (Loewi, 1921) e posteriormente foi definida como um
neurotransmissor excitatorio na juncdo neuromuscular de nematodeo (Castillo et al., 1967,
1963).

Figura 4. Estrutura do neurotransmissor acetilcolina. Na estrutura, em cinza, é destacado o

grupamento éster e a linha pontilhada, o grupamento aménio quaternario.

Fonte: shorturl.at/jJuHQ1

A ACh é o mediador quimico da neurotransmissao colinérgica, estando presente nas
sinapses das jungOes neuromusculares colinérgicas dos sistemas nervoso central e periférico
(Bertrand and Wallace, 2020). Depois de ser sintetizado pela enzima colina acetiltransferase
(ChAT) e liberada na fenda sinaptica, a ACh estimula os receptores nicotinicos e muscarinicos
(Dani and Bertrand, 2007), induzindo uma serie de efeitos. A etapa final da sinalizacdo
colinérgica envolve a degradacdo da ACh por duas enzimas homologas, acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) (Soreq, 2001).

1.4.1 Acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7), uma serina do grupo das hidrolases
e pertencente a familia das colinesterases, estd presente em todos os vertebrados,
particularmente no masculo e nos tecidos nervosos. Esta enzima é responsavel pela finalizacéo

da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas e na juncdo neuromuscular,
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atuando na hidrélise de ésteres de colina principalmente a ACh (Bertrand and Wallace, 2020),

como demonstrado na Figura 5.

Figura 5. Hidrolise do neurotransmissor acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: shorturl.at/bisuC

Antes que ocorra nova liberacdo da ACh, a molécula que anteriormente foi liberada,
deve ser hidrolisada pela AChE (Figura 6) controlando os niveis de ACh e, assim, influenciar
a excitabilidade neural e a liberagdo de outros neurotransmissores €, consequentemente, a
homeostase cerebral (Higley and Picciotto, 2014), além desta sinapse conectar 0S
motoneur6nios aos musculos e ser responsavel pela contracdo muscular (Legay, 2018), um

processo fisioldgico essencial para a sobrevivéncia.

Figura 6. Sintese e degradacao da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase na sinapse.
1. O neurotransmissor ACh € sintetizado a partir da colina e acetil-CoA pela enzima ChAT. 2.
Na fenda sinaptica, a ACh é rapidamente hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase. 3. A
colina é transportada de volta para o terminal axdnico e utilizada novamente para a sintese de
mais ACh.
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Fonte: shorturl.at/vzH35

1.5 Estresse Oxidativo e Defesas Celulares

O estresse oxidativo (EO) esta relacionado com inumeras condi¢des patolégicas como
artrite, cancer, inflamacGes, doencas cardiacas, neurodegenerativas e 0 processo de
envelhecimento (Bissinger et al., 2018; Daenen et al., 2016; Gerber and Rutter, 2017; Gill et
al., 2016). O EO é caracterizado por um desequilibrio entre os fatores pro-oxidantes e 0s
antioxidantes, ocasionado pela diminuicdo ou inibi¢do da acdo das defesas antioxidantes em
relacdo a producdo de espécies reativas. O EO pode levar a danos oxidativos celulares, em
biomoléculas como lipidios, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e outras substancias
oxidaveis, culminando na alteracdo do estado redox celular, de forma aguda, ou ainda de forma
cronica (Li et al., 2013; Robaczewska et al., 2016; Salim, 2016). Dentre os oxidantes mais
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importantes envolvidos em processos patolégicos estdo as ERO e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN) (Lushchak, 2014). Dentre estes, o superdxido (O™), o radical hidroxila (OH")
e, 0 ndo radical peroxido de hidrogénio (H202), sdo espécies reativas de oxigénio formadas e
degradadas pelo metabolismo natural da célula. Quando em niveis fisiologicos, sdo necessarios
para a sobrevivéncia da célula, atuando em sistemas de sinalizacdo celular e nas rea¢Ges redox,
porém, uma geracao excessiva de ERO esta implicada no aumento de radicais livres, podendo
ocasionar um quadro de EO (Li et al., 2013; Salim, 2016).

No decorrer da evolugédo, os seres vivos desenvolveram mecanismos adaptativos que
permitem coexistir com a exposicao a espécies reativas de oxigénio (Kowaltowski et al., 2009;
Lushchak, 2014). Dentre estes estdo o sistema de defesa antioxidante enzimatico e nédo
enzimaticos, o segundo formado pelo tripeptideo glutationa (GSH), vitaminas e aminoacidos.
O sistema enzimatico formado pelas enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), glutationa
redutase (GR) e tiorredoxina redutase (Trx-R) (Birben et al., 2012; He et al., 2017a).

A enzima SOD é responsavel por catalisar a dismutacdo do radical superéxido (O™) em
H>02 (Wang et al., 2018). O H.O> formado é entdo transformado pela CAT em Oz e H20 (Nandi
et al., 2019), porém este H>O> poderd também ser removido atraves da atividade do sistema
GPx. No entanto, um desbalanco nesses dois sistemas de detoxificacdo de H,O2, pode ocasionar
a geracdo do radical OH", através das reacGes de Fenton e de Haber-Weiss, este radical é
altamente instavel e reativo e ndo ha sistema enzimético de defesa (Circu and Aw, 2010). No
processo de detoxificacdo de xenobioticos, a GSH € oxidada a glutationa oxidada (GSSG) pela
acao da enzima GPx, a qual € transformada e novamente reduzida a GSH através da acdo da
enzima (GR), como demonstrado na Figura 7. Este ciclo redox é muito importante e
fundamental para o equilibrio do sistema de defesa enzimatico (He et al., 2017b). Além das
enzimas citadas anteriormente, a GST € responsavel por transformar os xenobidticos em
compostos mais sollveis, a fim de promover a sua eliminacdo pelos organismos, através da
conjugacédo de GSH com produtos endogenos com potencial oxidativo, como radicais hidroxila,
perdxidos de lipidios de membrana e produtos de degradacao oxidativa do DNA, visando sua

detoxificacdo (Kumar et al., 2017).
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Figura 7. Representacdo esquemdtica do mecanismo de agdo do sistema de defesa

antioxidante.
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Fonte: Adaptado de Macedo, 2017.

1.5.1 Mancozeb e o estresse oxidativo

Agroquimicos como o MZ, sdo considerados poluentes ambientais com alta capacidade
em causar dano oxidativo. Estes quimicos podem afetar diversos sistemas biol6gicos ndo-alvo,
como 0S organismos aquaticos, estes, muito vulnerdveis ao desequilibrio do sistema

homeostatico (Costa-Silva et al., 2018a).

Sabe-se que 0 MZ possui em sua composi¢do dois metais, os quais, quando na forma de
ions s@o notorios indutores de estresse oxidativo (Li and Yang, 2018). Esses metais podem
inativar ou modular os sistemas enzimaticos, criticos ao reparo e defesa celular, ou ainda, alterar
estruturas proteicas, levando a disfungdo celular e, consequentemente, morte celular (Chen et
al., 2018).

De tal modo, torna-se importante a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
adaptabilidade das defesas antioxidantes celulares dos organismos na presenca do agente pro-

oxidante como o MZ, a fim de prevenir, atenuar ou bloquear os danos oxidativos.
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1.6 Sinalizacéo Celular

As células respondem a uma variedade de modificacBes ambientais que incluem
alteracBes na disponibilidade de nutrientes, fatores de crescimento, citocinas e alteracdes fisicas
mediada por variacbes na osmolaridade do meio (Hotamisligil and Davis, 2016). Estas
variacOes alteram cascatas de sinalizacdo, que por sua vez, podem afetar diversas fungdes
celulares, como sobrevivéncia, proliferacdo, taxa de metabolismo, interacdo com outras células,
além de numerosos processos celulares envolvidos na homeostase e saude do organismo
(Hotamisligil and Davis, 2016).

Em resposta as mudancas, as células de mamiferos ativam quatro subfamilias bem
caracterizadas de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS): proteina reguladas por
sinal extracelular (ERK1/2) e as proteinas quinase JNK1/2 e p38MAPK ativadas pelo estresse
(SAPK), além da proteina quinase B (AKT).

1.6.1 Proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPKS)

As proteinas quinase pertencentes a familia das MAPKSs sdo compostas por residuos de
serina-treonina, que medeiam a sinalizacdo intracelular e estdo associadas a diversos eventos
celulares (Yue and Lépez, 2020). Reguladas através de uma cascata de fosforilacdo,
estabelecem uma via sequencial de ativacdo composta de trés proteinas quinases ou mais e, esta
transmissdo de sinais pode ser iniciada por uma molécula sinalizadora no receptor acoplado a
uma proteina G, por exemplo. Uma vez acionadas, as MAPKSs fosforilam residuos de serina e
treonina em seus alvos especificos (Hotamisligil and Davis, 2016; Kim and Choi, 2015). A
ativacdo de MAPKs tem sido observada em resposta a estresse osmotico, estresse oxidativo,
exposicao as citocinas e danos toxicos (Kim and Choi, 2015). A familia das MAPKs inclui
proteinas reguladas por sinal extracelular (ERK1/2). Estas, operam em resposta a estimulos
externos, transmitindo sinais para seus alvos no interior da celula, além de proteinas quinases
ativadas pelo estresse (SAPKs) como JNK1/2 e p38MAPK (Hammouda et al., 2020; Martinez-
Limén et al., 2020).

A ativacdo da proteina quinase ERK1/2 (Figura 8) € iniciada principalmente atraves de
receptores de membrana, como o receptor tirosina quinase (RTK), receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), canais idnicos e outros. Estes receptores transmitem o sinal recrutando

proteinas adaptadoras (Gbr2) e fatores de troca (SOS) que, por sua vez, induzem a ativacdo de
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Ras na membrana plasmética. O Ras ativado, ligado a GTP, transmitird o sinal ativando as
proteinas quinases Raf-1, B-Raf e A-Raf (Rafs) dentro do nivel de MAP3K desta cascata. Essa
ativacdo ocorre pelo recrutamento de Rafs para as membranas, onde séo fosforiladas e ativadas.
Apés a ativacdo, a proteina Raf transmite seu sinal por fosforilacdo das proteinas MEK1 e
MEK?2. Essas proteinas s&o compostas por um grande dominio regulatorio N-terminal contendo
um sinal de exportacao nuclear, seguido por um dominio de quinase catalitica e uma regido C-
terminal mais curta. MEK1 e MEK?2 séo ativadas atraves da fosforilagdo de serina no motivo
MAPKK em sua alca de ativacdo. A fosforilacdo mediada por MEK1 e MEK2 ocorre em
ERK1/2 nos residuos Thr e Tyr em seu motivo de assinatura Thr-Xaa-Tyr (Thr202 e Tyr204) e
€ 0 mecanismo que induz sua ativacdo completa de seus Unicos substratos conhecidos,
sugerindo que MEK1 e MEK?2 servem como componentes determinantes de especificidade da
cascata ERK1/2 (Wortzel and Seger, 2011).
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Figura 8. Representacdo esquematica do mecanismo de ativacao da via de sinalizacao
ERK1/2.
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Fonte: Adaptado de Wortzel and Seger, 2011.

A via de sinalizacdo p38MAPK pode ser ativada através de um repertdrio de diferentes
estimulos, como fatores de crescimento, citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio,
podem desencadear a fosforilagdo em cascata de moléculas efetoras e/ou ativadoras da
sinalizacdo p38MAPK (Cuenda and Rousseau, 2007). Resumidamente, o estimulo externo é
transmitido para o meio intracelular onde ocorre a ativacio candnica da p38MAPK via
fosforilagdo dupla no motivo Thr-Gly-Tyr pelas proteinas quinase MKK3 e MKKS6, estes
altamente especificos para p38MAPK como demonstrado na Figura 9. A proteina quinase MKK6
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fosforila todas as isoformas de p38 (p38a, p38B p38d e p38y), enquanto MKK3 ¢ seletiva para
as isoformas p38a, p38d e p38y. MKK3/6 transmitem esse sinal a p38 que por consequéncia,
sera translocada do citoplasma para o ndcleo, ativando fatores de transcricdo que controlam a
expressdao de enzimas envolvidas em rotas antioxidantes, proliferacdo, diferenciagéo,

inflamacéo e apoptose (Cuadrado and Nebreda, 2010).

Figura 9. Representacdo esquematica do mecanismo de ativacdo da via de sinalizacao
p38MAPK.
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Outra SAPKSs altamente responsiva a diversos estimulos celulares, é a proteina quinase
JNKZ1/2. Ela esta envolvida em inimeros processos bioldgicos como progresséo do ciclo celular,
sobrevivéncia celular e apoptose e resposta imunolégica. A ativacao da proteina JNK1/2 ocorre
por proteinas INKKs (JNK quinases) que sdo reguladas por INKKKs (JNK quinase quinases).
Resumidamente, sua ativacdo € iniciada via fosforilagdo de seus residuos em seu motivo
conservado (Thr-Pro-Tyr) pelas MKK4 e MKK?7. Estas proteinas estdo sujeitas a regula¢do por
outras proteinas MAP3K e MAP4K, como as proteinas de interacdo JNK (JIP1, JIP2 e JIP3),
proteinas SH3 (POSH) e a proteina quinase IkB associada ao complexo (IKAP). Apds a sua
total ativacdo, JNK fosforila proteinas alvo a jusante, como proteinas da familia da proteina
ativadora do fator de transcricdo-1 (AP1), fatores de transcricdo de ativagdo (ATF) e (proteina
ETS Like-1) EIk1 (Hammouda et al., 2020; Yarza et al., 2016; Yue and Lopez, 2020), como

demonstrado na Figura 10.
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Figura 10. Representagdo esquematica do mecanismo de ativacéo da via de sinalizacdo da
proteina quinase JNK1/2.
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1.6.2 Proteina quinase B (AKT)

Além das MAPKS, outra proteina quinase muito importante, a AKT ou também PKB
(proteina quinase B), € uma proteina quinase com residuos serina/treonina, que possui um
dominio PH (homologia a pleckstrina) na regido N-terminal, seguido por um dominio catalitico
e uma regido regulatdria C-terminal (Manning and Toker, 2017). Esta proteina estd envolvida
em processos bioldgicos como crescimento e diferenciacao celular, sobrevivéncia, progressao
do ciclo celular e inibicdo da apoptose, além de ser um dos principais reguladores da sinalizacdo
da insulina e metabolismo da glicose (Ersahin et al., 2015). Sua ativac&o é iniciada em resposta
a estimulos como fatores de crescimento e insulina atraves de receptores tirosina quinase (RTK)
ou receptores acoplados a proteina G (GPCR), via recrutamento para a membrana plasmatica,
ativando uma ou mais isoformas da familia PI3K (fosfatidilinositol 3- quinase) (Manning and
Toker, 2017). PI3K é uma proteina formada por duas subunidades: regulatéria (p85) e catalitica
(p110) que se associam apds ativacdo. A ativacdo da subunidade catalitica ocorre através do
receptor do fator de crescimento via recrutamento da subunidade regulatéria correspondente ou
ativacdo de Ras, a qual ativa diretamente a subunidade catalitica. A subunidade catalitica
fosforila o PI (fosfatidilinositol) gerando PIP3. O acoplamento do PIP3 com o dominio PH da
proteina AKT promovem a translocacdo da proteina para a membrana plasmatica, local onde
ocorrem alteracfes conformacionais que permitem sua fosforilagdo nos residuos treonina e
serina pelas proteinas PDK1 (proteina dependente quinase 1) e PDK2 (proteina dependente
quinase 2) respectivamente (Figura 11) (Hanada et al., 2004; Hemmings and Restuccia, 2012).
A regulacdo negativa ou a terminacdo do sinal da via PI3BK/AKT é efetuada pela fosfatase PTEN
(fosfatase homdloga a tensina), degradando PIP3 e levando-o a sua conformacdo original,

reduzindo assim os niveis de fosforilacdo da proteina AKT (Manning and Toker, 2017).
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Figura 11. Representacdo esquematica do mecanismo de ativagédo da via de sinalizagéo
da proteina AKT.
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Tendo em vista a importancia da sinalizacdo celular em diversos processos bioldgicos,
além de poucos estudos na literatura a respeito dos mecanismos de toxicidade do agroquimico
MZ, se faz necessario entender como ocorre a modulacdo das respostas celulares, a fim de

descobrir possiveis alvos terapéuticos.
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1.7 Modelo experimental

O uso de modelos animais, como os roedores, com alta semelhanga genética com a
espécie humana, sdo de extrema importancia em pesquisas bioguimicas, toxicoldgicas,
comportamentais. Contudo, varias agéncias e organizacdes governamentais, devido as questoes
éticas, passaram a restringir o uso desses animais (Olson et al., 2000). A caracterizacdo de
modelos animais complementares que permitam analises moleculares e embrioldgicas,
contribui para o melhor conhecimento dos mecanismos relacionados a doengas, bem como no
desenvolvimento. Com isso, 0 peixe-zebra em sua fase embrionaria e larval acaba por facilitar

estes estudos em larga escala.

1.7.1 Peixe-zebra (Danio rerio)

O peixe-zebra, Danio rerio (Figura 12) descrito por Hamilton no ano de 1822, é um
peixe teledsteo de dgua doce pertencente a familia Cyprinidae, nativo do sul e sudeste asiatico,

regides que apresentam clima tropical (Westerfield, 2000).

Figura 12. Peixe-zebra (Danio rerio). Teledsteo, pertencente a familia Cyprinidae,

amplamente utilizado como modelo experimental complementar.

Fonte: shorturl.at/twxFP
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Existem muitas vantagens praticas no uso do peixe-zebra como modelo animal, como
fertilizagdo externa, transparéncia dos embrides, tamanho pequeno, alta fecundidade, baixo

custo de alojamento, além do seu rapido desenvolvimento e maturacdo sexual (Figura 13)
(Ablain and Zon, 2013).

Figura 13. Desenvolvimento do peixe-zebra (Danio rerio). Na figura € possivel visualizar os

diferentes estagios de desenvolvimento do peixe-zebra em relacéo ao tempo.
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O genoma do peixe-zebra foi completamente sequenciado e demonstrou que Seu
genoma possui 71% de similaridades quando comparado ao humano, sendo que 84% dos genes
estdo associados a doengas humanas (Howe et al., 2013). O peixe-zebra também possui uma

alta homologia com a morfologia e biologia dos mamiferos, tornando-os um modelo animal
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muito atraente no estudo de doengas humanas (Nishimura et al., 2015). A validade dos modelos
do peixe-zebra ndo se deve apenas a proximidade morfologica e genética, mas também
comportamentalmente, pois exibe uma variedade de comportamentos complexos, incluindo
social, ansiedade, aprendizagem e memdria que pode ser util para modelar doencas

neuroldgicas e psiquiatricas (Gerlai, 2016; Maciag et al., 2020; Norton, 2013).

O aumento da pesquisa utilizando o peixe-zebra como modelo experimental, levou a
caracterizacdo de diversos comportamentos em diferentes estagios de desenvolvimento.
Kalueff et al. (2013), descreveu mais de cem comportamentos de embrides, larvas e peixes-
zebra adultos. Porém, o estudo do peixe-zebra na fase adulta apresenta certas limitagcGes, como
o longo periodo para atingir a fase adulta (trés meses de desenvolvimento), o que eleva os gastos,
dificulta experimentos em grande escala e aumenta a variabilidade entre os individuos. O vasto
repertorio de comportamentos torna as avaliagbes mais complexas e dificultando o
estabelecimento de modelos mais simples e pontuais de estudo (Levin and Cerutti, 2009).

O uso de larvas de peixe-zebra trazem algumas vantagens em relacdo ao peixe-zebra
adulto (Wolman and Granato, 2012). Dentre estas, esté o fato de o desenvolvimento de embriédo

até o estégio larval ocorrer até o 7 dpf (Figura 14).

Figura 14. Desenvolvimento embrionario do peixe-zebra (Danio rerio) até o estagio larval.

Divisﬁci celular

[ |

Ovo Ovo fertilizado 2 células 4 células Gastrula

25h
Fonte: Adaptado de Garcia-Cambero et al., 2019.
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As larvas do peixe-zebra mostram semelhanca com o peixe-zebra adulto e outros
vertebrados nos principais comportamentos utilizados em neurofarmacologia, como ansiedade
e estresse (Ahmad et al., 2012). Algumas vantagens da larva do peixe-zebra em relacdo ao
adulto sao a sua facil manipulagéo, tempo de geracdo rapido, tamanho pequeno, permeabilidade
a moléculas pequenas. Recentemente, com o avango da tecnologia, 0 uso de larvas de peixe-
zebra estd ganhando forca no campo da pesquisa comportamental, particularmente em
neurofarmacologia e neurociéncia de circuito (Friedrich et al., 2010; Kokel et al., 2010).

Utilizando larvas de peixe-zebra,

O uso de larvas de peixe-zebra em pesquisas comportamentais sofre de algumas
limitacGes, como por exemplo, o repertorio de comportamento das larvas do peixe-zebra nao é
tdo sofisticado quanto o do peixe-zebra adulto e de outros vertebrados, além do tamanho e a cor
dos pocos individuais, afetarem o comportamento das larvas do peixe-zebra (Palmér et al.,
2017). Embora a utilizacdo de larvas do peixe-zebra apresentem certas limitagOes, seu uso
permite realizar uma andlise de alto rendimento em grande escala, como rastrear compostos em
um dnico dia, além da possibilidade de visualizar, monitorar a atividade nas larvas envolvidas

em um comportamento (Kokel et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

O Mancozeb é um fungicida amplamente utilizado na agricultura, cuja toxicidade foi
demonstrada em humanos e animais, como nas fases embrionaria, larval e adulta no modelo
complementar vertebrado peixe-zebra. Embora a toxicidade do fungicida ja tenha sido
demonstrada, a implicacdo das vias de transducdo de sinais na toxicidade do Mancozeb é um
tema ainda pouco abordado. Sendo assim, nosso estudo busca explorar 0s potenciais riscos
ecotoxicoldgicos associados ao fungicida Mancozeb, seu efeito sobre as vias de sinalizacdo
celular e marcadores de estresse oxidativo no estagio larval do peixe-zebra, além de possiveis
alteracdes em padrdes comportamentais que permitam complementar a compreensdo dos

aspectos moleculares envolvidos na a¢do deste composto.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da exposicdo do fungicida Mancozeb no modelo experimental
vertebrado na fase larval (embrido eleuthero) de peixe-zebra (Danio rerio) sobre parametros

comportamentais e bioquimicos.

3.2 Objetivos Especificos

Ap0s a exposicao das larvas do peixe-zebra ao agroquimico MZ:

- Avaliar a sobrevivéncia;

- Avaliar o perfil comportamental;

- Avaliar a geracdo de espécies reativas de oxigénio;

-Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e acetilcolinesterase;

- Investigar a modulacéo das vias de sinalizacdo ERK1/2, p38MAPK INK1/2 e AKT;

- Investigar possiveis danos ao material genético e processos apoptoticos.
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4. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de manuscrito,
0 qual serd submetido a revista Environmental Pollution ISSN: 0269-7491. Os itens Materiais
e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no manuscrito, o

qual esta disposto na forma em que serdo submetidos para publicacéo.
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Abstract:

Agrochemical usage in recent decades has gained worrying proportions, since they are closely
associated with several health and environmental complications. The present study aimed to
investigate behavioral, biochemical stress markers, and signaling pathways in larvae of fish
Danio rerio exposed to fungicide Mancozeb (MZ). MZ is a fungicide belonging to the
dithiocarbamate class and is widely used in agriculture. Larvae of 4-, 5-, and 6-days post
fertilization (dpf) were exposed to non-lethal concentrations of MZ for 24, 48, or 72 hours. MZ
decreased motor ability evaluated by traveled distance, immobile time, and time spent in the
peripheral area. Moreover, MZ promoted an increase of AChE activity, ROS levels and
apoptotic cells, followed by severe DNA damage and antioxidant enzyme activity changes,
such as an increase of SOD activity and inhibition of GPx and Trx-R activity. Additionally,
phosphorylation levels of the proteins p38, ERK1/2, and AKT were stimulated, whereas
JNK1/2 phosphorylation was inhibited. Overall, the present study demonstrated that Mancozeb
could disrupt motor behavior and cause cell death in the larval phase of fish, possibly due to

alteration in signaling pathways and disruption in cholinergic mechanisms.

Keywords: Danio rerio, Acetylcholinesterase, DNA damage, apoptosis, dithiocarbamates.
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1. Introduction

The intensive use of agrochemical in agriculture is a worldwide concern since
agricultural effluents represent a freshwater ecosystem risk. Fungicide Mancozeb (MZ) plays a
significant role in the global agrochemical market, representing one of the most used fungicides
(Fitsanakis et al., 2002; Gullino et al., 2010). MZ is a broad-spectrum agent belonging to the
dithiocarbamate class and ethylene-bis-dithiocarbamate subclass with manganese and zinc in
their structure [(C4HsMnN2S4)x(Zn)y] (US EPA, 2005).

Behavioral and redox alterations have been reported in fishes in response to
contamination of the aquatic environment by dithiocarbamate compounds (Leandro et al., 2021).
Additionally, embryonic development (Cao et al., 2019a) and mitochondrial dysfunction (Cao
et al., 2019b) in zebrafish were reported. Our group had demonstrated significant changes in
antioxidant system when carps were exposed to Mancozeb and accumulation of manganese in
blood and brain, with phosphorylation of transcriptional factor NRF-2 (Costa-Silva et al.,
2018b). The phase of embryogenesis of zebrafish was susceptible to the MZ presence which
induced morphological abnormalities that were avoided with the addition of antioxidant
(Costa-Silva et al., 2018a).

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) comprise a family of well-conserved serine-
threonine protein kinases that participate in several biological processes, including cell cycle
progression, survival, inflammation, and cell death. They are activated by dual phosphorylation
on tyrosine and threonine residue (Hotamisligil and Davis, 2016; Manning and Toker, 2017).
AKT Kkinase regulated cell survival mediated for most trophic factors in zebrafish. The
inhibition of this enzyme reduces brain size during embryogenesis (Chen et al., 2017). There is
a lack of studies in the literature about the possible effects of MZ on phosphorylation of MAPKs
and Akt. However, it was demonstrated that inhibition of p38 by curcumin avoided MZ toxicity
in thymocytes, suggesting the involvement of these proteins in the mechanism of toxicity of

this compound (Pavlovic et al., 2016).

Zebrafish larvae have contributed to the investigation of behavioral and biochemical
toxicity of environmental toxicants and provide insights into the neurobiology of human
diseases such as schizophrenia and psychosis through various high-throughput assays (Basnet
et al., 2019). The larval phase's susceptibility to Mancozeb is not described until now; thus, our
study aims to investigate the action of exposure to MZ during the larval stage in behavioral and
biological parameters, seeking to understand the biochemical mechanisms involved in the
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toxicity of this compound.

2. Material and Methods

2.1 Chemicals

Mancozeb (45553), reduced glutathione (GSH, G4251); tetramethylethylenediamine
(TEMED, T9281); Quercetin (Q4951); 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB, D8130); 1-
Chloro, 2,4-dinitrobenzene (CDNB, 237329); 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA,
35845); Hepes Minimum 99,5% (Titration, H3375); Albumin from bovine serum (BSA,
A6003); acridine orange (318337); Triton X-100 (T8532); KoHPO4 (1110216); KH2PO4
(P0662); p-mercaptoethanol (M6250); anti-rabbit 41 immunoglobulin (HRP peroxidase-linked
antibody) were obtained from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP, Brazil). SDS; acrylamide; bis-
acrylamide and hybond nitrocellulose were obtained from GE Healthcare Life Division
(Uppsala, Sweden). Anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182), anti phospho-AKT (Thr308), anti-
phospho JNK1/2 (Thrl83/Tyr185), anti-phospho ERK1/2 (Thr202/Tyr204) and p-actin
antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). All other reagents

were commercial products of the highest purity grade available.

2.2 Danio rerio maintenance

The zebrafish model's establishment and maintenance were approved and regulated by
CEUA - Unipampa (protocol n° 052/2019). Wild adult zebrafishes (Danio rerio) were acquired
from a local supplier and kept under suitable conditions in a Zebtec® recirculation system,
following parameters considered essential for the well-being of the species in the vivarium.
Reverse osmosis filtered the system's water with pH 7.2, the conductivity of 400 uS,
temperature 28°C, photoperiod of 14 h light, and 10 hours dark. According to previously
established protocols (Westerfield, 2000), the fishes were fed with flocked commercial feed
and live food (Artemia salina) four times a day. Zebrafish embryos were obtained by the
reproduction of adults and maintained under controlled temperature and photoperiod until they

reached the larval phase, which was used in the assays.

2.3 Exposure to agrochemical Mancozeb / Experimental design
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The MZ stock solution was prepared using water from the Zebtec® system and
subsequently the treatment dilutions were made. Zebrafish larvae with 4, 5 and 6 days post-
fertilization (dpf) were exposed by immersion to sublethal concentration of MZ (0, 0.25, 0.5
and 0.75 mg/L) (Costa-Silva et al., 2018a) in 12-well plates during 24, 48 and 72 hours (4 mL
per well). Larvae were kept in BOD throughout the treatment period. Exposure studies were
conducted in triplicate with 30 larvae per group and experiments were repeated at least three

times independently. Briefly, Figure 1 shows the experimental timeline of larval exposure.

2.4 Survival

Thirty zebrafish larvae with 48 hpf were transferred to 12-well plate (ten per well). The
group control was water from the Zebtec® system only and the treatments were MZ at
concentrations of 0.25, 0.5, 0.75 mg/L dilute in water from Zebtec® system. The number larvae
were counted daily for a period of 5 days, to obtain the survival curve. Results were analyzed
and plotted as percent survival of a total 30 larvae. All the experiments were performed in

triplicate.

2.5 Exploratory Behavioral Testing

The larvae locomotor activity was evaluated by the Open Field test (Altenhofen et al.,
2017). MZ exposed larva (15 per group) was individually placed in a well of a 24-well plate
and recorded through a digital magnifier coupled to a computer for approximately 6 minutes;
an acclimatization period of 60 seconds was considered. Each larva was analyzed individually
for 330 seconds by ANY-maze® software (Stoelting CO, USA). This behavioral apparatus is
divided into two regions: central and peripheral area and allows the evaluation of motor
parameters such as distance traveled, absolute turning angle, immobility, and non-motor

parameters like time spent in the central and peripheral area.
2.6 Measurement of ROS production
The oxidation of 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) was used as a general

index of ROS in larvae, according to Anichtchik et al., 2008 with minor modifications. Larvae

(15 per group) were homogenized and incubated with the fluorescent dye 2,7-
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dichlorofluorescein diacetate (DCFH2-DA) for 1h in the dark and the fluorescence intensity was
measured on a microplate reader (PerkinElmer Enspire 2300) in a wavelength 495 nmex and
529 nmem. The DCF formation rate was calculated as a percentage of the DCF fluorescence
relative to the control group, and the protein concentration normalized the values. Experiments
were conducted in triplicates (15 larvae/group) and were repeated at least three times
independently.

2.7 Enzyme Assays

For determination of enzymatic activity, zebrafish larvae (30 per group) per group were
homogenized in 200 pL of 20 mM HEPES buffer pH 7.0 at 3,000 rpm for 5 minutes at 4°C
and an aliquot of the supernatant was destined to acetylcholinesterase (AChE) determination
(Ellman et al., 1961). The remaining supernatant was centrifuged again at 45,000 rpm for 30
minutes at 4°C to measure catalase (CAT) (Aebi, 1984), superoxide dismutase (SOD) (Kostyuk
and Potapovich, 1989), glutathione S-transferase (GST) (Habig and Jakoby, 1981), glutathione
peroxidase (GPx) (Wendel, 1981), glutathione reductase (GR) (Carlberg and Mannervik, 1985)
and thioredoxin reductase (Trx-R) (Holmgren and Bjornstedt, 1995).

2.8 Apoptotic cells evaluation

The acridine orange, a fluorescent dye was used for the detection of apoptotic cells. For
this experiment, 7dpf larvae were used. Zebrafish larvae (10 per group) were placed in
centrifuge microtubes containing 2 mL of system water and acridine orange at the final
concentration of 5 ng/mL and incubated in the dark for 20 minutes (Tilton et al., 2008). After,
the larvae were washed three times in the system water and then fixed on microscopy slides
with 1.5% methylcellulose. The images were obtained by fluorescence microscopy (Olympus
1X71), with a 500ms exposure in green light (Olympus Light UV U-RFL-T) and an image
analysis system called Q-capture. ImageJ software was used for counting the number of

apoptotic cells.

2.9 Genotoxicity

Genotoxicity was evaluated by the comet assay (Kosmehl et al., 2008). Zebrafish larvae

(20 per group) were homogenized in HEPES buffer and subsequently centrifuged for 10
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minutes at 1000 rpm to remove the supernatant, and the pellet was resuspended in 1% PBS.
Then 10 pl of the sample was placed in 90 pL of 0.75% low melting point agarose and added
to coverslip previously covered with 1% agarose. The slides were incubated at 4°C for 15
minutes and then added in a lysis solution (100 mM EDTA, 2.5 M NaCl, 1% Triton X-100 and
10% DMSO, pH 13.0) in the dark at 4°C overnight. After this time, the slides were immersed
in a neutralizing solution (400 mM Tris) for 30 min. For the unwinding of the DNA, the slides
were immersed for 30 min in a horizontal electrophoresis tank containing an alkaline buffer
(NaOH 12 g/L and EDTA 0.37 g/L) at 25 V and 300 mA. After electrophoresis, the slides were
washed in distilled water, fixed with 70% alcohol for 5 min, and incubated at 4°C for one hour.
The slides were then stained with Sybr Green for 5 minutes. All slides were analyzed by
fluorescence microscopy (Olympus 1x71) at 100x magnification, with a 1044.7 ms exposure in
the green light (Olympus U-RFL-T UV light) and an image analysis system (Q-Capture). The
images obtained were analyzed by ImageJ/Open Comet Image Analysis Software.

2.10 Quantification of Protein Content

The protein content of samples was determined with bovine serum albumin (0.11% BSA)
as standard, according to Bradford (1976).

2.11 Western Blotting

Analysis of protein phosphorylation analysis was performed according to Martins et al.,
2018 with minor modifications. MZ exposed larvae (50 per group) were homogenized, and
protein was quantified. SDS stop solution (4% SDS, 50 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 6.8), 25%
glycerol sample, and 8% [B-mercaptoethanol were added. Proteins were separated by SDS-
PAGE gel using 10% polyacrylamide gels and then electroblotted onto nitrocellulose
membranes. After transfer, the membranes were washed in Tris-saline buffer with Tween (100
mM Tris-HCI, 0.9% NaCl and 0.1% Tween-20, pH 7.5) and subsequently incubated overnight
(4°C) with specific anti-rabbit antibodies, anti phospho p38 (1:1.000), anti phospho ERK1/2
(1:1.000), anti-phospho-JNK1/2 (1:1.000), anti-phospho-AKT (1:1.000) and anti-p-Actin HRP
conjugated (1:10.000) was used as a loading control. Subsequently, the membranes were
washed with TBS-T buffer and incubated for 1 hour at room temperature with a specific
secondary antibody (anti-peroxidase-linked 1gG). Immunoblotting was visualized on the

1IS4000 MM Pro Bruker imaging system using ECL detection reagent. Subsequently, the optical
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density of the bands was analyzed using Scion Image® software and expressed as a percentage
in relation to the control group.

2.12 Statistical analysis

Data were submitted to D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk, and Kolmogorov
Smirnov normality tests. For comparative analysis between groups, the One-Way Variance
Analysis (ANOVA), followed by Tukey post hoc of multiple comparisons or t-test, was used
for data following a Gaussian distribution. Non-parametric data were analyzed using the Mann-
Whitney or Kruskal Wallis test. The parametric results were expressed as mean + standard error
(SEM), considering the significant results when p < 0.05 (represented as bars) and non-

parametric data expressed as median * interquartile range (represented as box plot).

3. Results

3.1 MZ exposure does not alter the survival of zebrafish larvae

Zebrafish larvae were monitored for 72 h with MZ treatment after 48 hpf. Mz treatment
did not affect survival rate after the treatment with concentration of 0.25, 0.5 and 0.75 mg/L

(Fig.2).

3.2 Behavioral parameters of zebrafish larvae

To determine the behavioral parameters the openfield assay was performed. So, Mz
treatment promoted a signifciant reduction of distance traveled in zebrafish larvae exposed to
0.5 and 0.75 mg/L of agrochemical at 24, 48 and 72 h (Fig. 3). As expected, when the
immobility time was determinated an increased was noticed in this parameter when zebrafish
larvae was treated with 0.5 and 0.75 mg/L of MZ at 24, 48 and 72 h (Fig 4).

When the angle of rotation was evaluated in zebrafish larvae, a reduction of angle of
rotation was noticed only in 0.75 mg/L at 24 h (Figure 5A), while at 72 h (Figure 5C) of MZ
treatment there was an increase of angle of rotation in 0.5 mg/L.

A natural behaviour of zebrafish larvae to remain on the peripheral area of the apparatus,
is called tigmotaxis. Only the highest concentration, 0.75 mg/L of MZ was able to significantly
increase the time spend in pheripheral area at 24, 48 and 72 h (Figure 6A-C). Time in peripheral
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area was increased in 0.5 mg/L at 24 and 72 h (Figure 6A and C), remained unchaged at 48 h.
It is noteworthy that MZ 0.25 mg/L remained unchanged at 24, 48 and 72 h (Fig 6A-C).

3.3 MZ exposure increases ROS levels in zebrafish larvae

ROS levels in zebrafish larvae were investigated (Figure 7). A significant increase was
observed reactive species was produced by MZ treatment from 0.25 and 0.5 mg/L at 24 h of
exposure.

Biochemical parameters such as DCF-DA oxidation were evaluated in zebrafish larvae
exposed to MZ for 24 hours. A significant increase (50%) in reactive oxygen species formation
was observed at concentrations of 0.25 and 0.5 mg/L when compared to the control group
(Figure 7).

3.4 Exposure to MZ causes apoptosis and DNA damage in zebrafish larvae

The damage to DNA and apoptosis induced by agrochemical MZ in zebrafish larvae
was evaluated by the Comet and Acridine Orange tests, respectively. A significant increase in
comet length (600%) and comet tail length (10%) were observed when compared to the control

group, as shown in Figure 8.

Corroborating this result, was observed a significant increase in the number of pyknotic

nuclei or cells in apoptotic processes stained with acridine orange (Figure 9).

3.5 MZ exposure induces enzymatic changes in zebrafish larvae

A significant increase (290%) in AchE enzyme activity was observed in zebrafish larvae
exposed to MZ (Figure 10).

The activity of antioxidant enzymes is well known and widely described for being
modulated under oxidative stress conditions. The enzyme SOD responsible for dismuting the
superoxide radical in H.O> and H»O significantly increased (44%) its activity when compared
to the control (Figure 11A), while the enzyme CAT responsible for breaking down the non-
radical H20 into 2 H,O and O> molecules remained at the control group level (Figure 11B).
There was a significant decrease of 24% and 45% in the activity of GPx and Trx-R, respectively
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(Figure 11D and F) when compared to the control group. No significant changes in GST and
GR enzyme activity were observed (Figure 11C and E).

3.6 MZ exposure modulate MAPK and AKT signaling pathways

In order to determine the effects of MZ treatment in zebrafish larvae, we identified the
signaling pathway that it would be probably associated with toxicity mechanism (Figure 12).

The zebrafish larvae exposed to MZ, demonstrated a significant increase in p38MAPK
(66%), ERK1/2 (22%), and AKT (89%) phosphorylation (Figure 12A, B and D), while in
JNK1/2 phosphorylation (Figure 12C) showed a substantial decrease (39%).

4. Discussion

Agrochemicals are used to increase cultivars' productivity and control pests avoiding
economic losses. The continuous use of these compounds associated with their decomposition
in more toxic compounds leads to water contamination and compromises several species'
survival (Tilton et al., 2008). When in water, MZ presents instability, being fastly decomposed

due to the interaction with environmental factors (Balardin et al., 2017).

It was previously shown that MZ induced severe malformations and biochemical
alterations in zebrafish embryos when exposed to sublethal concentrations (Costa-Silva et al.,
2018a; Tilton et al., 2006). Thus, in this study, the knowledge about the susceptibility of
developmental stages to this compound was extended to the larval phase. The larval phase can
be considered an appropriate model for toxicological studies on aquatic organisms. At 24 hpf,
the larva exhibits exploratory behavior, developed eyes, beating heart, and tail movements
(Kimmel et al., 1995). Between 4-5 dpf, zebrafish larvae demonstrate behaviors like hunting,
avoidance, scototaxis, and thigmotaxis (Colwill and Creton, 2011; Schnorr et al., 2012),
allowing different behavioral tests to be performed during this stage (Colwill and Creton, 2011).
In this study based on behavioral studies, MZ leads to a disruption in locomotor ability of fishes.
Other studies have shown that some agrochemicals are also capable of causing changes in
zebrafish larva's behavioral profile (Melo et al., 2015; Perez-Rodriguez et al., 2019; Velki et al.,
2017).

Acetylcholinesterase (AChE) activity analysis was performed to verify whether MZ was
interfering with zebrafish larvae behavior through cholinergic system, since acetylcholine is
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related to movement. Our results demonstrated an increase in AChE activity in zebrafish larvae
exposed to MZ fungicide. The cholinergic system plays a fundamental role in several vital
functions, with acetylcholine being the main neurotransmitter of this system (Thapa et al., 2017).
Responsible for regulating the transmission and levels of acetylcholine available in the synaptic
cleft, the AChE enzyme degrades the neurotransmitter into choline and acetate, and is involved
in many neural functions such as sleep, behavioral, learning, memory, glutamatergic
modulation and dopaminergic therapy (Trang and Khandhar, 2019). This increase observed in
its activity may be related to cholinergic dysfunction due to the decrease in neurotransmitter
levels in the synaptic cleft, compromising larvae's exploratory movement after MZ exposure.
When performing the redox steady state assay, which measures the generation of reactive
oxygen species, we observed an increase in their production at concentrations of 0.25 mg/L and
0.5 mg/L. Divalent metals like Zn and Mn could account in part for MZ toxicity. It is known
that exposure to Mn induces reactive oxygen species in fish and fruit flies (Costa-Silva et al.,
2018a, 2018b; Saraiva et al., 2018).

Considering that in our study MZ exposure increased the generation of reactive oxygen
species, the activity of some enzymatic antioxidants was also analyzed, such as catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR) and thioredoxin reductase (Trx-R), these enzymes known to delay
or prevent oxidative damage to biomolecules (Pisoschi and Pop, 2015). CAT and SOD enzymes
are known to be the first line of cellular defense against deleterious effects caused by reactive
oxygen species (He etal., 2017). The increase in SOD activity may be related to the free radicals
generated by exposure to MZ, which under stress conditions, this enzyme can be regulated via
antioxidant response element (ARE) (Lacher et al., 2015), in order to increase its expression,
as well as mitochondrial dysfunction, resulting in increased generation of the superoxide radical
due to this exposure, as observed in other studies (Bailey et al., 2016; Todt et al., 2016). The
inhibition of GPx and Trx-R enzymes activity, as obtained in our study, may reflect the fact
that they are not required due to other detoxification mechanisms, such as CAT and GST
enzymes, as they may act on the same product of the dismutation of the enzymes superoxide
radical, hydrogen peroxide (Costa-Silva et al., 2018).

This study demonstrated that treatment with agrochemical MZ induced apoptosis and
genotoxicity, which were determined by biomarkers of cell death and DNA damage. The same
effect was observed in zebrafish larvae exposed during the embryonic period (Costa-Silva et

al., 2018) to dithiocarbamate compounds such as MZ. These compounds have a broad mode of
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action, including GSH depletion, which may be related to the activation of apoptotic pathways
(Circu and Aw, 2012); moreover manganese metal present in its composition also activates
proteins involved in cell death (Altenhofen et al., 2017).

Mitogen-activated protein kinases (MAPKS) are responsible for cell signal transduction
in response to various stimuli, including oxidative stress. The MAPK family comprises three
kinases: ERK1/2, INK1/2, and p38MAPK, Activation of these proteins results in serine, threonine,
and tyrosine residues' phosphorylation to regulate different functions such as cell adhesion,
division, migration, and proliferation (Lee et al., 2018). In this study, exposure to MZ increased
ERK and p38 phosphorylation. These kinases are responsive to oxidative stress, possibly
stimulating apoptosis by inducing the expression of pro-apoptotic Bcl-2 proteins (Kasprowska-
Liskiewicz, 2017; Su et al., 2019). JNK protein is also known to regulate critical physiological
processes of cell differentiation and proliferation, neuronal function, embryonic development,
cell death and survival processes (Zeke et al., 2016). In this study, it was possible to observe
the inhibition of INK protein. Yinghua et al., (2014) showed that the transcription factor FOXO-
1 interacts directly with JNK, and its inhibition may be involved in the low expression of
FOXO-1, which modulates the expression of genes involved in DNA repair and apoptosis. In
contrast, AKT activation may trigger an adaptive stress response generated by the MZ fungicide,
allowing zebrafish larvae's survival until their functions are restored. It is related to survival,

proliferation, cell growth, among others (lorio et al.,2015).

5. Conclusion

In conclusion, this study demonstrated for the first time the potential neurotoxic effect
exerted by the fungicide MZ on zebrafish larvae. Our study showed severe locomotor damage
following exposure to MZ at sublethal doses, causing changes in the cell's redox homeostasis,
resulting in damage to biomolecules such as DNA and subsequent cell death apoptosis. An
important found was the activation of signaling pathways that are involved in the cell response
to the stress and are implicated in repair and apoptotic mechanisms and, together with
modulation of antioxidant enzyme activity, could minimize the damage caused by MZ. Our
findings reveal new target of MZ contributing to a better understanding of the mechanisms

involved in this compound's toxicity on aquatic organisms.
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Acute Mancozeb exposure system in zebrafish larvae

&
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24 hours f Test
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Figure 1. Experimental design scheme of adult zebrafish exposed to MZ. The acute toxicity
test was performed at different concentrations (0, 0.25, 0.5 and 0.75 mg/L) of Mancozeb from
24, 48, 72 h of exposure. After the exposure, the larvae were submitted to exploratory

behavioral test. The biochemical assay was performed only after the 24 h treatment.
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Figure 2. Survival curve of zebrafish larvae treated by immersion with the fungicide MZ.For
each of the independent 7 experiments 30 larvae at 48 hpf were immersed for 120 h in MZ
concentrations of 0.25, 0.5 and 0.75 mg/L and a control group with water Zebtec® system.
Subsequently, larvae survival was monitored during 120 h. Survival varied between

approximately 97% and 100%.
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Figure 3. Effect of motor parameter the distance traveled in zebrafish larvae exposed to the
agrochemical MZ in static solution at different concentrations and exposure times. At the end
of the day of exposure, larvae exposed to MZ were subjected to the Open Field exploratory
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behavioral test. The analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by post-test of multiple key comparisons for parametric data and nonparametric data
were submitted to Kruskal-Wallis test after Dunn test. Data expressed as mean + SEM (B and
C), median * interquartile range (A) and considered statistically reduced when * p <0.05; ** p
<0.01 and **** p <0.0001.
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Figure 4. Effect on motor immobility parameter in zebrafish larvae exposed to agrochemical

MZ in static solution at different concentrations and exposure times. At the end of the exposure,

larvae exposed to MZ were subjected to the Open Field exploratory behavioral test. The
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analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by post-test
of multiple key comparisons for parametric data and nonparametric data were submitted to
Kruskal-Wallis test after Dunn test. Data expressed as mean £ SEM (B), median + interquartile
range (A and C) and statistically estimated when *** p <0.001 and **** p <0.0001.
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Figure 5. Effect of MZ exposure on motor parameter, angle of rotation in zebrafish larvae

exposed to agrochemical MZ in static solution at different concentrations and exposure times.
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At the end of the day of exposure, larvae exposed to MZ were subjected to the Open Field
exploratory behavioral test. The analysis was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by post-test of multiple key comparisons for parametric data and
nonparametric data were submitted to Kruskal-Wallis test after Dunn test. Data expressed as
mean = SEM (A and C), median + interquartile range (B) and considered statistically reduced
when * p <0.05; ** p <0.01.
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Figure 6. Effect of MZ exposure on the non-motor parameter in zebrafish larvae exposed to
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the MZ agrochemical in the static solution at different concentrations and exposure times. At
the end of the day of exposure, larvae exposed to MZ were subjected to the Open Field
exploratory behavioral test. The analysis was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by post-test of multiple key comparisons for parametric data and
nonparametric data were submitted to Kruskal-Wallis test after Dunn test. Data expressed as
mean = interquartile range and considered statistically determined when * p<0.05, *** p <0.001
and **** p <0.0001.
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Figure 7. Effect of MZ exposure in zebrafish larvae over a period of 6-7dpf on steady state
redox. At the end of the exposure period, the larvae were homogenized following standard
protocol redox stable state were analyzed. The analysis was performed by the One-Way
Analysis of Variance (ANOVA) test followed by Tukey post hoc multiple comparisons. Data

were expressed as percentage of control £ SEM and considered statistically significant when *

p <0.05.
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Figure 8. Determination of genotoxicity in zebrafish larvae upon exposure to the MZ
agrochemical. Representative images of single cell gel electrophoresis, comet assay (A) of 7dpf
zebrafish larvae, quantification of comet cause size (B) and total comet length (C). The
nonparametric data obtained were submitted to the Mann-Whitney test. Data expressed as
median * interquartile range and results considered significant when p < 0.05. ** p <0.01 and
**x% ) <0,0001.
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Figure 9. Determination of cell death in zebrafish larvae exposed to agrochemical MZ for 24
hours. Apoptotic cells were analyzed in the tail of 7dpf larvae. (A) Representative image of the
zebrafish larvae tail. (B) The quantification of acridine orange fluorescence in the tail was
performed using ImageJ software. The nonparametric data obtained were submitted to the
Mann-Whitney test. Data expressed as median + interquartile range and results considered
significant when ** p <0.01 and **** p <0.0001.
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Figure 10. Determination of acetylcholinesterase enzyme activity in zebrafish larvae exposed
to the agrochemical MZ. Zebrafish larvae with 6dpf were treated with MZ at a concentration of
0.5 mg / L for 24 hours and acetylcholinesterase activity was determined. The result was
expressed as mean + SEM and represented by percentage in relation to the control; *** p

<0.0002. Statistical analysis was performed using t test.
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Figure 11. Determination of enzymatic activity in zebrafish larvae exposed to agrochemical
MZ. Zebrafish larvae with 6dpf were treated with MZ at a concentration of 0.5 mg / L for 24
hours and superoxide dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B), glutathione S-transferase (GST)
(C), glutathione peroxidase (GPx) (D), glutathione reductase (GR) (E) and thioredoxin
reductase (Trx-R) (F) were determined. Results were expressed as mean = SEM and represented
by percentage in relation to control; * p <0.036; ** p <0.001. Statistical analysis was performed

using t test.
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Figure 12. Phosphorylation of ERK, JNK, p38 and AKT in response to MZ exposure. (A)
Representative image of the phosphorylated form of ERK, JNK, p38, and B-actin content.
Quantitative analysis of phosphorylation levels of ERK (B) JNK (C) p38 (D) and AKT adjusted
by the B-actin content. Data were expressed as percentage in relation to the control of 4

independent experiments. Statistical analysis was performed using t test; * p <0.05.
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5. DISCUSSAO

Os agroquimicos utilizados com a finalidade de aumentar a produtividade de
determinados cultivares, controlam pestes que acometem plantacdes, evitando grandes perdas
econdmicas. Seu uso excessivo, indiscriminado e a decomposicdo destes compostos em
produtos toxicos tém graves consequéncias para 0 meio ambiente e aos organismos ndo alvo
(Tilton et al., 2008). Muitos estudos tém demonstrado os efeitos toxicos de uma série de
agroguimicos em organismos ndo-alvo devido ao fato destes organismos estarem sujeitos

constantemente a exposicao a estes poluentes (Costa-Silva et al., 2018a).

Nesta situacao, o agroquimico MZ levanta questdes a respeito de seus efeitos danosos
aos organismos, como 0s aquaticos por ser um composto instavel em agua e decomposto
rapidamente através da interacdo com fatores ambientais (Balardin et al., 2017). Parte dos
efeitos toxicoldgicos do MZ sdo atribuidos a presenca dos metais manganés e zinco em sua
formulacéo, podendo levar ao acimulo destes metais em tecidos como o cérebro (Costa-Silva
et al., 2018b). Além disso, a toxicidade do MZ também pode ser conferida, em parte ao, seu
principal produto de degradacéo, a etileno tiouréia (ETU), cuja genotoxicidade foi reportada
em modelos como Escherichia coli, Salmonella, Saccharomyces cerevisiae, Drosophila, rats,
lymphoma cells (Dearfield, 1994). A exposicdo a MZ ainda vem sendo ligada a alteracdes
locomotoras nos individuos expostos ao agroquimico (Costa-Silva et al., 2018a). Embora muito
estudos relatem os efeitos do MZ em diferentes organismos, pesquisas envolvendo
biomarcadores de estresse oxidativo em larvas de peixes-zebra sdo escassos na literatura até o

momento.

A fim de investigar mecanismos de toxicidade, o peixe-zebra emergiu como um
poderoso modelo para estudos toxicoldgicos capazes de acelerar a avaliagdo de compostos
nocivos a salide humana e perigosos para 0 meio ambiente (d’ Amora and Giordani, 2018). Com
este intuito, investigamos o efeito exercido pelo MZ nas larvas de peixe-zebra e, observamos
alteracdes no padrdo comportamental e em biomarcadores de estresse oxidativo, alem de
desencadear morte celular apoptoética, danificar o material genético e modular diversas vias de

sinalizando, destacando o potencial efeito toxico deste agroquimico em organismos aquaticos.

A exposic¢do ao agroquimico MZ n&o afetou a mortalidade das larvas de peixe-zebra em
nenhuma das concentracgdes testadas durante os trés tempos de exposi¢do. Sendo consideradas

concentragdes subletais, nosso resultado corrobora os achados de Tilton et al. (2006).



74

O comportamento exploratorio em larvas de peixe-zebra se aperfei¢oa rapidamente no
decorrer do seu desenvolvimento. Um ovo fertilizado se desenvolve em larva com olhos,
coracdo batendo e movimentos da cauda apos 24 h (Kimmel et al., 1995). Entre o 4-5 dpf, as
larvas de peixe-zebra demonstram uma diversidade de comportamentos, como caca, evitacao,
escototaxia e tigmotaxia (Colwill and Creton, 2011; Schnorr et al., 2012), além de ter um papel
importante na alimentagdo e no comportamento social. Assim, muitos testes comportamentais
podem ser realizados no peixe-zebra na fase larval logo na primeira semana apds a fertilizacéo
(Colwill and Creton, 2011). Neste estudo, n6s demonstramos que as larvas de peixe-zebra
expostas a0 MZ, apresentaram reducdo da capacidade exploratoria. A exposicdo as
concentracdes de 0,5 mg/L e 0,75 mg/L mostraram alteracdes em praticamente todos os
parametros analisados nos trés diferentes tempos de exposicdo. A reducdo da distancia
percorrida, angulo de giro absoluto, aumento do tempo imoével e preferéncia pela regido
periférica do aparato, indicam que o animal exposto ao fungicida MZ tem seus movimentos
prejudicados. Estudos tém demonstrado que outros agroquimicos também sdo capazes de
causar mudancas no perfil comportamental da larva do peixe-zebra (Melo et al., 2015; Perez-
Rodriguez et al., 2019; Velki et al., 2017). Esta diminui¢cdo no comportamento exploratorio
mostra que a larva do peixe-zebra exposta ao MZ pode se colocar em situagdes de risco uma
vez na natureza, como maior probabilidade de predacéo.

Tendo em vista as alteracBes comportamentais nas larvas de peixe-zebra expostas ao
MZ, propomos que estas podem estar relacionadas ao estresse oxidativo ocasionando morte
celular, desencadeado pelo fungicida, como ja relatado em outros trabalhos no grupo de
pesquisa (Costa-Silva et al., 2018b, 2018a; Saraiva et al., 2018). Ao realizar o ensaio de estado
estavel redox, o qual mensura a formacdo de espécies reativas de oxigénio, observamos um
aumento na producdo nas concentragdes de 0,25 mg/L e 0,5 mg/L. Sabe-se que uma exposi¢cdo
a altos niveis de manganés esta envolvida no aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (Tuschl et al., 2013) pelo fato do metal manganés causar severos danos mitocondriais

(Liu et al., 2019) e inibicdo de enzimas antioxidantes (Pfalzer and Bowman, 2018).

A analise da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi realizada com a
finalidade de verificar se 0 MZ interferiria no comportamento da larva do peixe-zebra através
do sistema colinérgico, uma vez que a acetilcolina esta relacionada ao movimento. Nossos
resultados demonstraram um aumento na atividade da AChE em larvas de peixe-zebra expostas
ao fungicida MZ. Sabe-se que o sistema colinérgico desempenha um papel fundamental em

varias funcgdes vitais, sendo a acetilcolina o principal neurotransmissor desse sistema (Thapa et
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al., 2017). Responsavel pela regulacéo da transmissdo e dos niveis de acetilcolina disponivel na
fenda sinéptica, a enzima AChE degrada o neurotransmissor em colina e acetato, além de estar
envolvida em muitas fungdes neurais como o controle do sono, comportamentais, aprendizagem,
memoria e na modulacdo glutamatérgica e dopaminérgica (Trang and Khandhar, 2019).
Estudos demonstram que a AChE é modulada pela exposi¢do ao metal manganés, aumentando
ou diminuindo sua atividade, causando assim um desequilibrio nos sistemas dopaminérgicos e
colinérgicos (Babadi et al., 2014; Santos et al., 2012). O aumento observado em sua atividade
pode estar relacionado ao metal presente na formulacdo do agroquimico, este capaz de
comprometer a homeostase de célcio intracelular (ljomone et al., 2019). Sabendo que o influxo
de célcio é capaz de aumentar a liberacdo de ACh na fenda sinéptica e na jun¢do neuromuscular,
consequentemente, a atividade da AChE é aumentada, tendo como resultado uma disfuncéo
colinérgica devido a queda nos niveis do neurotransmissor na fenda sinaptica, comprometendo

0 movimento exploratério das larvas apds a exposi¢do ao MZ.

Considerando que em nosso estudo a exposi¢do ao MZ aumentou a geracao de espécies
reativas a oxigénio, também foram analisadas a atividade de alguns antioxidantes enzimaticos
e como a catalase, superéxido dismutase, glutationa S-transferase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase e tiorredoxina redutase (Trx-R), uma vez que estas impedem danos
oxidativos a biomoléculas (Pisoschi and Pop, 2015). E conhecido que as enzimas CAT e SOD
sdo consideradas a primeira linha de defesa celular contra efeitos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (He et al., 2017a), sendo que a SOD atua na dismutagdo do radical
superoxido, gerando perdxido de hidrogénio e a catalase, por sua vez, catalisa a conversao de
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Lei et al., 2015). O aumento na atividade
da SOD, pode estar relacionado ao radical superoxido gerados pela exposicdo ao MZ. A enzima
GPx e responsavel pela detoxificacdo de perdxidos organicos e inorganicos e sua atividade é
dependente da glutationa. A enzima GR néo atua diretamente na remocao de espécies reativas,
mas € responsavel pela regeneracdo de GSH em sua forma reduzida na presenca de fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) (Ma et al., 2018). Neste estudo, a atividade
da GR permaneceu inalterada entre os grupos. A GSH ¢ o agente biologico antioxidante mais
abundante e serve de substrato para a GPx. Por outro lado, a enzima Trx-R também é capaz de
detoxificar peroxidos, entretanto, ela possui seu préprio mecanismo, este ndo dependente de
GSH (Lu and Holmgren, 2014; Ma et al., 2018). A inibicdo da atividade das enzimas GPx e
Trx-R, como observado em nosso estudo, mostra que estas podem nado estar sendo requeridas

pela célula, devido a outros mecanismos de detoxificacdo, como as enzimas CAT e GST. Estas,
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podem estar atuando no produto da dismutacdo do radical superéxido em peroxido de
hidrogénio, como visto no estudo de Costa-Silva et al. (2018Db).

Neste estudo, demonstramos que o tratamento com o0 agroquimico MZ induziu apoptose
e genotoxicidade, que foram determinados atraves de biomarcadores de morte celular e dano
ao DNA. O mesmo efeito foi observado em larvas de peixe-zebra expostas durante o periodo
embrionario (Costa-Silva et al., 2018a) a compostos ditiocarbamatos como 0 MZ. Estes,
possuem um amplo modo de acdo e uma das acdes exercidas é a deplecdo da glutationa,
podendo estar relacionada a ativacdo de vias apoptéticas (Circu and Aw, 2012), além de estar
associada ao metal manganés presente em sua na composicdo, também ativando proteinas

envolvidas na morte celular (Altenhofen et al., 2017).

Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS), sdo responsaveis pela transdugédo
de sinal celular em resposta a diversos estimulos incluindo o estresse oxidativo. A familia
MAPK compreende trés quinases: ERK1/2, INK1/2 e p38MAPK A ativagdo dessas proteinas
tem como consequéncia a fosforilacdo de residuos de serina e treonina para regular diferentes
processos como adesdo, divisdo, migracdo e proliferacao celular (Lee et al., 2018), além de sua
ativacdo contribuir em processos inflamatorios e apoptose (Hotamisligil and Davis, 2016; Yue
and Lopez, 2020). Neste estudo, a exposi¢cdo ao MZ aumentou a fosforilacdo das proteinas
ERK1/2 e p38MAPK o que pode estar relacionado ao estresse oxidativo, culminando na morte
celular, uma vez que estas vias de sinalizacdo estimulam a apoptose via indugdo de proteinas
pré-apoptoticas da familia Bcl-2 (Kasprowska-Liskiewicz, 2017; Su et al., 2019). Sabe-se que
a proteina JNK1/2 também regula importantes processos fisiologicos de diferenciacdo e
proliferacdo celular, funcdo neuronal, desenvolvimento embrionario, além de processos de
morte e sobrevivéncia celular (Zeke et al., 2016). Neste trabalho foi possivel observar a inibi¢éo
da fosforilacéo da proteina JNK1/2 e, o estudo de Yinghua e colaboradores (2014) mostrou que
a proteina quinase JNK interage diretamente com o fator de transcricdo FoxO1, este envolvido
na modulagéo de genes relacionados a apoptose e reparo ao DNA (Brown and Webb, 2018). A
inibicdo de JNK1/2 observada neste estudo, pode estar relacionada com a baixa expressao de
FoxO1, uma vez que os achados deste estudo mostraram aumento de morte celular via apoptose
e severo dano ao DNA. Além da modulacéo de FoxO1 pela proteina quinase JNK1/2, é descrito
na literatura o envolvimento da proteina quinase AKT na modulacgdo deste fator de transcri¢do
(Klotz et al., 2015). Apos a ativacao da via de sinalizacdo PI3K/AKT, o fator de transcricéo
FoxO1 é translocado do nucleo para o citoplasma da célula, fosforilado em seus trés residuos

conservados e, posteriormente motivos de reconhecimento serdo gerados para o sequestro de
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FoxOL1 do citoplasma pelas proteinas 14-3-3, suprimindo a expressdo dos genes alvos do fator
de transcricdo (Manning and Toker, 2017), como por exemplo, 0s envolvidos no reparo do
DNA. Por outro lado, o aumento da fosforilagdo da proteina quinase AKT pode ter
desencadeado uma resposta adaptativa ao dano oxidativo gerado pelo fungicida MZ, atraves da
translocacdo do fator de transcricdo Nrf2 para o nicleo, iniciando a transcricdo de genes
envolvidos na resposta antioxidante, como as enzimas de detoxificagéo de fase Il (He et al.,
2020), permitindo a sobrevivéncia das larvas de peixe-zebra até que suas funcdes sejam
restauradas, uma vez que esta estd relacionada a sobrevivéncia, proliferacdo, crescimento

celular, dentre outros processos bioldgicos como mostrado no estudo de lorio et al., (2015).
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo demonstrou pela primeira vez o efeito exercido pelo
fungicida MZ sobre as vias de sinalizagdo celular nas larvas de peixe-zebra. Nosso estudo
apontou severos danos locomotores apds a exposicdo ao MZ em doses ambientalmente
relevantes, causando alteragdes na homeostase redox da célula, tendo como consequéncia dano
a biomoléculas como o DNA ocasionando morte celular por apoptose. A geracao de espécies
reativas de oxigénio culminou na ativacdo de proteinas quinases em resposta a esse
desequilibrio homeostético. Este desbalanco, resultou em mecanismos de defesa, como resposta
adaptativa envolvendo enzimas antioxidantes a fim de minimizar os danos causados pelo MZ.
Nossos achados podem ajudar a melhor compreender os mecanismos envolvidos na toxicidade

deste composto ditiocarbamato em organismos aquaticos.
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