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RESUMO

Com o crescimento da densidade populacional e a industrializacao, houve uma elevacéo
na utilizacdo de produtos quimicos sintéticos, como pesticidas, gerando poluicdo em
diversos ecossistemas, principalmente no aquatico. O uso desenfreado desses poluentes e
a facilidade de adaptacéo dos insetos, gerou resisténcia nos vetores de doencas arbovirais,
como o Aedes aegypti. Dessa forma, a busca por produtos naturais com potencial
larvicida, ecoamigaveis e eficazes, tem aumentado bastante nos ultimos anos. Sendo as
quinonas larvicidas alternativos eficazes, o presente estudo buscou avaliar os efeitos
ecotoxicos de sete moléculas dessa classe, através de testes embriotoxicologicos,
bioguimicos e genotoxicoldgicos em adultos de zebrafish (Danio rerio). Os resultados
obtidos no FET (Fish Embryo Toxicity test), mostraram que das sete quinonas, duas
(ArboS17 e ArboS97) tinham toxicidade (mortalidade) bastante elevada em relacdo a CL-
s0 obtida nos testes larvicidas, a Arbo4A064E apesar de ndo possuir toxicidade elevada
em organismo nao-alvo (CLso 96y = 11,68 mg/L), ela estava abaixo da CLso (aghy (15,6
mg/L) encontrada para A. aegypti. Restaram quatro moléculas que se encaixaram nos
requisitos, contudo, apenas a ArboS31, foi selecionada para teste agudos em adultos. Os
resultados sugerem que a ArboS31 néo seja genotdxica, mutagénica, e nem, neurotdxica;
contudo, em concentragdes como 100 mg/L, causa alteracdo na atividade enzimética da
LDH. Em relacdo as vias de desintoxicacdo, a GST obteve aumento em sua atividade,
correspondendo, possivelmente, a uma resposta de desintoxicacao do organismo. Por fim,
com base em todos os dados da ArboS31, supfe-se, que ela seja uma molécula que em
concentracfes acima de 4,78 mg/L (em larvas), ocasione efeitos hepatotoxicos. Ademais,
como larvicida eficaz e bioamigavel, ela mostrou-se ser uma forte candidata para futuros
testes e formulagdes, devido a sua baixa toxicidade em organismo nédo-alvo.

Palavras-chave: toxicidade, biomarcadores, FET, larvicida natural, genotoxicidade.



ABSTRACT

With the growth of population density and industrialization, there is an increase in the use
of synthetic chemicals, such as pesticides, generating pollution and waste in several
ecosystems, especially in the aquatic. The rampant use of these pollutants and the ease of
adaptation of insects, generated resistance in vectors of arboviral diseases, such as Aedes
aegypti. Therefore, the search for natural products with larvicidal potential, which are
eco-friendly and effective, has increased considerably in recent years. As alternative
larvicidal quinones are effective, the present study sought to evaluate the ecotoxic effects
of seven molecules of this class, through embryotoxicological, biochemical and
genotoxicological tests on zebrafish (Danio rerio). The results obtained in the FET (Fish
Embryo Toxicity test), showed that two out of the seven quinones (ArboS17 and
ArboS97) had quite high toxicity in relation to CLsg obtained in the larvicide tests, the
Arbo4A064E despite not having high toxicity in the organism non-target (LCso (9sh) =
11.68 mg / L), it was below the LCso @shy (15.6 mg / L) found for A. aegypti. Four
remaining molecules fitted the requirements, nevertheless, only ArboS31 was selected for
testing in adults. The results suggest that ArboS31 is not genotoxic, mutagenic, nor
neurotoxic, however, in concentrations such as 100 mg / L, it causes changes in the
enzymatic activity of LDH. Regarding the detoxification pathways, the GST obtained an
increase in its activity, possibly corresponding to a detoxification response of the
organism. Finally, based on all data from ArboS31, its supposed that it is a molecule that
when in concentrations above 4.78 mg / L (in larvae), causes hepatotoxic effects. In
addition, as an effective and bio-friendly larvicide, it proved to be a strong candidate for
future tests and formulations, due to its low toxicity in non-target organisms.

Keywords: toxicity, biomarkers, FET, natural larvicide, genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os complexos hidrograficos possuem papel essencial para a existéncia da vida,
oferecendo suporte tanto para comunidades terrestres, quanto aquaticas (HADER et al.,
2020). E desde o inicio do século XX, os corpos hidricos tem sofrido grande acumulo de
poluente, oriundos das atividades humanas, alterando a qualidade da agua e de vida dos
seres vivos ali presentes (DA SILVA; POMPEO; DE PAIVA, 2015; HADER et al.,
2020). Com o desenvolvimento da civilizacdo, o aumento na poluicdo tem elevado
proporcionalmente, causando grandes impactos nos ecossistemas aquaticos,
principalmente nos que estdo adjacentes as areas antropizadas (DO AMARAL et al.,
2018; YANG et al., 2020).

Deste modo, diversas substancias toxicas sao langadas no meio ambiente, como
pesticidas, plasticos, farmacos, contaminantes organicos persistentes, entre outros,
causando um desequilibrio ndo somente na biota aquéatica, mas também na biota terrestre,
que depende da agua para sua sobrevivéncia (DUDGEON, 2019; QUEIROZ; SILVA,
2020). Assim, a ecotoxicologia, subdisciplina da toxicologia ambiental, estuda os
impactos toxicoldgicos causados por contaminantes (xenobidticos) no meio ambiente,
concentrando na protecao ambiental, e, estando integrada aos processos e procedimentos
regulatorios (BELDEN, 2020).

Na ecotoxicologia, diversas espécies sao utilizadas como organismos modelos
para testes, como Daphnia magna (microcrustaceo) e Pseudokirchneriella subcapitata
(alga) (QUEIROZ; SILVA, 2020). Contudo, um dos bioindicadores mais usados, é o
zebrafish (Danio rerio), um teledsteo de agua doce, que possui caracteristicas que
abrangem os critérios dos 3R’s (Replacement, Reduction and Refinement) (TRIGUEIRO
et al., 2020).

O aumento populacional, a industrializacdo e o desenvolvimento tecnolégico tém
desencadeado o uso de grande quantidade de produtos quimicos sintéticos, como
pesticidas, gerando poluicdo em diversos ecossistemas, principalmente o aquéatico
(HUSSAIN et al., 2012; WITESKA et al., 2014). Além do impacto ambiental causado,
diversas infeccdes arbovirais tem surgido durante os ultimos anos, como febre amarela,
dengue, Chikungunya e, mais recentemente, virus Zika (FALKOWSKI et al., 2020). O
uso desenfreado desses produtos sintéticos e a facilidade de adaptacao de diversos insetos,
ocasionou a resisténcia do A. aegypti aos larvicidas ja existentes (HSU et al., 2008;
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ZHANG et al., 2011; KIM; AHN, 2017). Entdo, com a necessidade de produtos eficazes
e ecoamigaveis para controlar mosquitos vetores houve um aumento nas pesquisas em
produtos naturais com potencial larvicida, principalmente para o A. aegypti, vetor das
doencas ja citadas (BENELLI, 2015; BENELLI; MEHLHORN, 2016).

Como resultado das pesquisas de larvicidas naturais, as quinonas, metabdlitos
secundarios organicos encontrados em plantas (NAIN PEREZ, 2014), mostraram-se com
grande potencial larvicida (YANG; LIM; LEE, 2003; CHENG et al., 2008; SILVA et al.,
2020). Contudo, os testes ecotoxicolégicos para saber quais efeitos secundarios os
larvicidas podem causar em organismos ndo-alvo séo essenciais, como também, mais
estudos para entender melhor sobre o mecanismo de a¢do das quinonas em A. aegypti
(SILVA et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo realizou testes embriotoxicoldgicos (FET — Fish
Embryo Toxicity test) com sete quinonas, pré-selecionadas de acordo com os resultados
previamente obtidos como larvicidas (SILVA et al., 2020). Portanto, com base nos dados
do FET e com o teste de potencial atividade larvicida, uma molécula foi selecionada para
a realizacdo de testes com adultos de Danio rerio, 0s quais investigaram os efeitos
genotoxicos (ensaio cometa e teste do micronicleo) e os biomarcadores bioquimicos

(glutationa-S-transferase, acetilcolinesterase e lactato desidrogenase).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ecotoxicologia

Com o langamento do livro Primavera Silenciosa, em 1962, de Rachel Carson, a
qual apresentou ao mundo os efeitos deletérios dos pesticidas no ambiente, diversos
guestionamentos surgiram, principalmente quanto a toxicidade de certos compostos
quimicos no ambiente. Assim, em 1969, o termo ecotoxicologia surgiu, separando-se da
Toxicologia Classica, definido como “o ramo da Toxicologia que estuda os efeitos
toxicos das substancias, naturais e artificiais, in vivo, animais ou vegetais, aquaticos ou
terrestres, que constituem a biosfera” (TRUHAUT, 1977), sendo uma area inserida na

Toxicologia Ambiental (STENERSEN, 2004).

A ecotoxicologia é a convergéncia entre dois grandes ramos da Biologia, a
Ecologia e a Toxicologia. Dessa forma, estuda-se a integracdo entre os efeitos ecoldgicos
e toxicoldgicos de poluentes quimicos em distintos niveis bioldgicos, desde molecular e
celular até ecossistemas, e, em diferentes niveis troficos, aléem do homem (FORBES;
FORBES, 1994; WALKER, 2006; BELDEN, 2020). Por essa razdo, possui grande
importancia para estimar o efeito toxico de substancias, amostras ambientais e residuos
industriais (COSTA et al., 2008). A ecotoxicologia possui grande relevancia para o
controle e regulamentacdo de substancias quanto ao risco ambiental (DOS SANTOS
SILVA et al., 2015).

Os testes ecotoxicoldgicos sdo realizados com organismos-testes, chamados de
bioensaios, que sdo feitos sob condicbes especificas e controladas. As espécies sao
selecionadas com base nos seguintes critérios: disponibilidade e abundancia no ambiente,
facilidade de cultivo em laboratério e conhecimento da sua biologia (BOHRER, 1995).
Os testes podem ser divididos em agudos ou crénicos dependendo da variagcdo do tempo
de exposicédo. Os testes agudos acontecem em menor tempo, normalmente entre 24, 72 e
96 h, e sdo utilizados para observar uma resposta pontual, como mortalidade
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990). J& os testes cronicos sdo mais duradouros,
podendo ocorrer durante todo ou parte do ciclo de vida do organismo, dessa forma, sao
observados efeitos em suas funcdes bioldgicas, por exemplo reproducdo, crescimento e
maturacdo (COSTA et al., 2008).

Apesar desses parametros, os testes de toxidade tém limitacdes, assim, ndo

substituem as analises quimicas, uma vez que elas identificam e quantificam as
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substancias e o0s bioensaios avaliam o efeito dela no organismo biol6gico (COSTA et al.,
2008; BELDEN, 2020). Ademais, esses testes ndo proporcionam uma resposta linear
sobre a toxicidade de determinado elemento para o ser humano, ja que sao individuos de
espécies distintas (GRANEY, 1994) e em locais controlados (RIBO, 1997). E nem é
possivel aferir que uma Unica substancia é encarregada de gerar especifico efeito toxico
em determinado ecossistema, pois pode haver interagdes com outros componentes,
desencadeando modificacfes fisico-quimicas, e, modificando sua atividade bioldgica
(RONCO et al., 2004; QUEIROZ; SILVA, 2020).

2.1.1 Ecotoxicologia aquética e poluicdo

A ecotoxicologia aquatica tem se destacado bastantes nas Ultimas décadas
(MAGALHAES et al., 2008; TRIGUEIRO et al., 2020), uma vez que 0 ecossistema
aquatico € um dos principais depoésitos de substancias toxicas, sendo essas substancias
depositadas diretamente no curso da agua, emitidas pelo ar ou oriundas do solo
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990; KENDALL et al., 2001; COSTA et al., 2008;
QUEIROZ; SILVA, 2020), e, sejam eles naturais ou derivados de contaminacOes
antropogénicas (ALTINDANG et al., 2008; DA SILVA, D.; POMPEO; DE PAIVA,
2015; HADER et al., 2020). Dessa forma, a ecotoxicologia aquatica avalia o efeito de
contaminantes em individuos inseridos nesse ecossistema (RAND et al., 1995; BELDEN,
2020), tanto durante o transporte, quanto na distribuicdo, na transformagéo e no destino
final desse poluente (COSTA et al., 2008).

A poluicéo de origem natural pode ser ocasionada devido a alguns processos
geodindmicos que promovem alteracGes nas caracteristicas fisico-quimicas da agua
(MENDES; SANTOS, 2004). Ja a contaminacdo proveniente de atividades humanas,
definida pela Resolugéo do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) n° 420
(2009), pode ser chamada de contaminantes emergentes (CE), ou seja, substancias ndo
controladas com efeitos toxicos (GEISSEN, 2015). Sendo estes classificados em:
farmacos (ex. antibidticos, anti-inflamatorios, psiquiatricos, analgésicos, reguladores
lipidicos); produtos de beleza e higiene pessoal (ex. bronzeadores, antissépticos,
repelentes de insetos, fragrancias); produtos quimicos industriais (ex. plastificantes,
anticorrosivos, aditivos de gasolina); hormonios, esteroides; e pesticidas (SILVA, 2015;
SOARES; SOUZA, 2020).
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Tais contaminantes podem ser advindos de fontes pontuais ou ndo pontuais
(HOLT, 2000), sendo as primeiras descartadas diretamente na agua, enquanto o segundo
caso é proveniente de degradac6es atmosféricas e fluxos advindas do solo (COSTA et al.,
2008; SILVA, 2015) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo das fontes de poluic¢do. Fonte: Adaptado de Holt (2000).

Classificacéo Caracteristicas Exemplos

) Esgoto doméstico, rejeitos de
Facilmente detectados e controlados . B ] o
Pontual ) ] ] mineracéo, efluentes industriais,
Despejados diretamente na agua

enchentes
Dificilmente detectados e com dificil Préticas agricolas (agrotdxicos e
controle pesticidas), deposicdo atmosférica,

N&o pontual

Originéaria de forma secundéria obras de construgfes

Mesmo havendo tratamentos convencionais nos esgotos domésticos e efluentes
industriais, a quantidade de poluentes despejada nos corpos hidricos ainda é elevada,
ocasionando impactos ambientais (SOARES; SOUZA, 2020). Apesar de ser baixa a
fracdo bruta dessas substancias toxicas, por conta da capacidade de diluicdo, o efeito
cronico causado aos organismos aquaticos afeta seu desenvolvimento, reproducdo e
comportamento (GILLIS, 2012; PLAHUTA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2020).
Ademais, esses impactos nao se restringem apenas ao ecossistema aquatico, atinge a biota
terrestre também, uma vez que a existéncia depende da agua (DUDGEON, 2019;
QUEIRQOZ; SILVA, 2020). Portanto, devido ao desequilibrio que esses xenobidticos
causam, a necessidade de monitoramento dessas substancias e a busca por alternativas

ecoamigaveis sdo essenciais.
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2.2 O uso do zebrafish (Danio rerio) como sistema-modelo

Alguns organismos aquaticos sdo preferencialmente utilizados para bioensaios
por serem melhores bioindicadores de qualidade ambiental, além de preencherem os
critérios ja citados anteriormente, tais como: disponibilidade e abundancia no ambiente,
facilidade de cultivo em laboratdrio e conhecimento da sua biologia (BOHRER, 1995).
Por exemplo, destacam-se como sistema-modelo Vibrio fischeri (bactéria), Daphnia
magna (microcrustaceo), Thamnocephalus platyurus (microcrustaceo),

Pseudokirchneriella subcapitata (alga), Pimephales promelas (peixe) e Danio rerio
(peixe).

O zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente como peixe paulistinha ou
peixe-zebra (Figura 1) € um tele6steo de agua doce, com cerca de 4 cm quando adulto,
pertencente a familia Cyprinidae. Sdo onivoros, ou seja, se alimentam tanto de material
vegetal quanto animal, contudo, normalmente sua alimentacdo é a base de
microinvertebrados e fitoplanctons. Sdo animais oviparos com reproducdo e fecundacéo
externa, e seu ciclo de vida dura cerca de 2 a 5 anos (RICO, 2007; OECD, 2013).

Figura 1. Zebrafish (Danio rerio). Biotério do laboratério de Genética Toxicolégica (GTox) da

Universidade de Brasilia (UnB). Fonte: Autoria propria.

O zebrafish € usado como uma espécie alternativa de modelo experimental em
varias vertentes da ciéncia, por exemplo: embriologia, genética, toxicologia, estresse
(LAMMER et al., 2009; STEENBERGEN; RICHARDSON; CHAMPAGNE; 2011),
neurociéncia, biologia comportamental (VASCOTTO et al., 1997; RICO, 2007; HE et
al., 2014), cancer e outras doencas humanas (DOOLEY; ZON, 2000; MIONE; TREDE,
2010), nanotoxicologia (PEREIRA et al., 2019), entre outras. O uso dessa espécie tém
sido crescente (SPRAGUE et al., 2001) em diversos laboratdrio, pois esse animal possui
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distintas caracteristicas que o destacam, tais como: i) baixo custo; ii) facilidade de
manutencdo; iii) embrides translicidos, permitindo avaliagdes teratogénicas e
embrionarias; iv) possuem boa desenvoltura sexual, cada casal gera em torno de 50 ovos;
v) simples cultivo em cativeiro, ndo necessitam de grandes espagos; vi) possuem todo o
seu genoma sequenciado (KIMMEL et al., 1995; BROUGHTON et al. 2001; RICO,
2007; OECD n° 236, 2013; MEYERS, 2018) e partilham homologia de aproximadamente
70% com os genes humanos, estando disponiveis bancos de dados online (Ensembl e
Zfin) com informacdes genéticas (HOWE et al., 2013; RUZICKA et al., 2019). Ademais,
tem sido muito utilizado em estudos genotdxicos por possuirem genes ort6logos nas vias

de reparos com outros eucariotos, como humanos (PEI; STRAUSS, 2013).

2.3 Pesticidas

A Legislacdo Brasileira (Lei n°7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo
Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002) intitulou os pesticidas como ‘“agrotoxicos”.
Sendo definidos como qualquer composto que seja utilizado para prevencéo ou destruicdo
de quaisquer formas de vida, seja ela animal ou vegetal, prejudiciais a agricultura
(SANTISTEBAN, 1999). Estes séo classificados em: (i) inseticidas; (ii) herbicidas; (iii)
fungicidas; (iv) bactericidas; (v) entre outros (FERREIRA et al., 2014; CARVALHO,
2017).

Tem sido identificado um crescente aumento de pesticidas na hidrosfera, sendo
um grande obstaculo ambiental, principalmente, por conta dos efeitos toxicos causados
em organismos nédo-alvos (PALMA et al., 2009; RASMUSSEN et al., 2015; DO
AMARAL et al., 2018). Efeitos como altera¢cbes comportamentais, fisioldgicas,
bioquimicas, e, morte sdo algumas consequéncias da toxicidade por agrotdxicos
(NORDBORG et al., 2017; PEREZ-PARADA et al., 2018). Contudo, a busca por uma
produtividade cada vez maior, com gastos reduzidos e aumento dos lucros faz com que a
agricultura manipule cada vez mais pesticidas (MARTINS, 2010), por serem mais
eficientes, mais baratos e de facil manipulacdo (BERNARDINO, 2019).

No Brasil, ha 450 substancias registradas, com 2123 formula¢Bes comerciais
voltadas para a agricultura (AGROFIT, 2019). Os dados apresentados pelo IBAMA,
indicam uma utilizacdo de cerca de 540 mil toneladas de substancias no ano de 2017:
58% herbicidas; 12% fungicidas; e, 10% inseticidas (IBAMA, 2019). A maior parte
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desses pesticidas sdo destinados, diretamente ou indiretamente, para o solo
(BERNARDINO, 2019). E como destino final, esse contaminantes, derivados de fontes
ndo pontuais, acabam em ambientes aquaticos afetando organismos nao-alvos (COSTA
et al., 2008; YADAV et al., 2015; DO AMARAL et al., 2018; YANG et al., 2020)
(Figura 2).

Fontes nao

. Contaminante
pontuais
ou
Fontes y
pontuais p Ve \
//
"4
Atmosfera Litosfera
Hidrosfera
. A
Efeitos S AN
4 - "‘\.\l

Organismos ndo-alvos = Populagdes = Comunidades = Ecossistemas

Figura 2. Esquema representativo das etapas de contaminagéo. Fonte: Adaptado de Costa
et al. (2008).

O Brasil por ser uma grande poténcia agricola, tendo grande parte do Produto
Interno Bruto (PIB) derivado dessa atividade, é primordial o uso de pesticidas
(BARBOZA et al., 2018). Contudo, estes usados de forma errbnea podem fomentar
nocividades a natureza e ao ser humano (COUTINHO et al., 2005). Por essa razdo, foi
estabelecido, pelo Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, que trés 6rgdos seriam
responsaveis por controlar e registrar o uso dessas toxinas: (i) o Ministério da Saude (MS),
por meio da Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); (ii) o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA); e (iii) Ministério do Meio Ambiente (MMA), por
meio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) (BASTOS et al., 2016; HALFELD-VIEIRA et al., 2016).

2.3.1 Inseticidas

Os inseticidas sdo definidos como compostos quimicos sintéticos, ou naturais, ou

de fontes bioldgicas, que atuam de forma letal ou preventiva em insetos (WARE;
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WHITACRE, 2012). Ademais, eles agem em diferentes fases do desenvolvimento dos
insetos, enquanto ovo (ovocida), larva (larvicida) e adulto (adulticida). Por essa razao
possuem grande importancia para a agricultura mundial (BARBOZA et al., 2018).
Contudo, é importante a monitoracdo dessas substancias pois € possivel que elas sejam
bioacumuladoras, ou seja, possuem a capacidade de se acumular no corpo do organismo.
Ou talvez sejam substancias biopersistentes, que ndo séo biodegradadas e continuam nos
individuos, e, seguindo pela cadeia tréfica, podendo ainda sofrer biomagnificacdo
(BASTOS et al., 2016; HADER et al., 2020).

Devido a esse desequilibrio ambiental e sanitario que os inseticidas sintéticos
desencadeiam, observa-se um desenvolvimento na conscientizagdo ambiental e um
aumento com os impactos a salde (DING et al. 2015), e, um impulso no crescimento de
novas alternativas menos danosas para humanos e para a natureza (JANKOWSKA et al.,

2019), como bioinseticidas e inseticidas naturais.

2.3.1.1 Inseticidas quimicos

Antes do século XX, o uso de pesticidas inorganicos, que utilizassem elementos
como arsénio e cobre, era comum. Contudo, apés a Il Guerra Mundial, os inseticidas de
origem organica comecaram a ser extensivamente utilizados. Principalmente, com a
difuséo do diclorodifeniltricloroetano (DDT) e dohexaclorociclohexano (HCH), produtos
da classe dos organoclorados (OC), com baixo custo e grande eficiéncia. Contudo, apds
serem realizadas pesquisas para entender um pouco mais a forma de atuacdo desses
quimicos, evidenciou-se que tais compostos possuiam alta lipofilicidade e baixa
degradacéo, favorecendo a biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar. Por gerar
danos ao meio ambiente e a salde humana, tais substancias foram proibidas (SAOUDI et
al., 2014; BARBOZA et al., 2018).

Desde a proibicdo dos organoclorados (OC), varios outros inseticidas foram
desenvolvidos, tais como: (i) organofosforados (OP); (ii) carbamatos (CB); (iii)
piretrdides (PI); (iii) aminas; (v) anilinas; (vi) compostos heterociclicos azotos
(BARBOZA et al., 2018). Os organofosforados, exemplo Temefds, e carbamatos,
exemplo Carbaril e Bendiocarbe, que inibem irreversivelmente a enzima colinesterase.
Enquanto, os piretréides, exemplo Deltrametrina e Cipermetrina, sdo a classe mais usada

mundialmente, eles agem na membrana do neurénio, modificando o impulso nervoso. Ja
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as outras classes atuam na inibicdo de quitina (BASTOS et al., 2016; CAVALCANTI,
2017).

No Brasil, os inseticidas mais utilizados sdo os organofosforados e os piretroides
(BRASIL, 2009; GOMES et al., 2016; BELLINATO et al., 2016; ZHANG, 2018). Sendo
0 Temefos o larvicida mais usado, principalmente para o controle do mosquito A. aegypti
(BASTOS et al., 2016). Contudo, o0 uso excessivo desses inseticidas tem selecionado
populacdes resistentes desses mosquitos, e, consequentemente, diminuido a efetividade
do controle quimico (DAVID et al., 2018).

2.3.1.2 Bioinseticidas

Os inseticidas de origem biol6gica podem advir de fungos, bactérias, plantas ou
virus (FREIRE, 2012; ZHANG, 2018). Um dos larvicidas mais indicados para a saude
publica € o Bacillus thuringiensis israelensis (BTI) (BASTOS et al., 2016). Uma bactéria
gram-positiva, endopatogénica, e, naturalmente encontrada em solos (LERECLUS,
1988). Sua toxina € liberada na forma de um cristal, que apds ingerido pela larva, induz
destruicdo do tecido epitelial, e, consequentemente a paralisia do intestino, levando-a a
obito (BASTOS et al., 2016). Essa seletividade ndo atinge seres humanos ou peixes, ou
outros organismos. Contudo, afetam outras espécies de dipteros (HOFTE; WHITELEY,
1989). Além disso, outro ponto negativo de seu uso é que sob luz forte e calor intenso,
caracteristicas marcantes do Brasil, ha a inativacdo do produto, sendo ineficaz para o
mosquito da dengue em regides tropicais (VALLE; BELINATO; MARTINS, 2015).

2.3.1.3 Inseticidas naturais

Produtos naturais sempre demonstraram ser uma fonte infinita de compostos
bioativos (FALKOWSKI et al., 2020). Com o aumento de doencas virais transmitidas por
artropodes, como febre amarela, dengue, Chikungunya e, mais recentemente, virus Zika
(ZIKV) (BENELLI, 2015; BENELLI; MEHLHORN, 2016); com o uso desenfreado de
inseticidas quimicos, que causam poluicdo ambiental, intoxicacdo humana e de seres ndo-
alvos; e, a resisténcia da populacdo do A. aegypti, pesquisas sobre inseticidas naturais se
tornaram mais frequentes (NEVES et al., 2017; JANKOWSKA et al., 2019). A
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necessidade de produtos eficazes e ecoamigaveis tem sido imprescindivel para controle

de mosquitos vetores desses patdgenos.

Os inseticidas naturais podem ser derivados de metabdlitos secundarios, que
podem ser de diferentes classes: (i) alcaldides; (ii) flavonoides; (iii) cumarinas; (iv)
taninos; (v) quinonas; (Vi) terpendides; e (vii) 6leos essenciais (DIETRICH, et al., 2011,
SILVERIO et al., 2020). E possuem diversas propriedades vantajosas como: (i) baixa
toxidade ou nenhuma para o ecossistema e seres ndo- alvos; (ii) sdo substancias bioativas
e biodegradaveis; e (iii) possuem alta seletividade (DE ALMEIDA VIANA; DE GOES
SAMPAIO; MARTINS, 2018). Contudo, apesar de promissor, pesquisas de inseticidas
naturais maior parte das vezes se limita a escala laboratorial, faltando estudos relatando

sua aplicacdo em um ambiente de campo (SILVERIO et al., 2020).

2.3.1.3.1 Quinonas

As quinonas sdao metabodlitos secundarios organicos encontrados em plantas, e
também em alguns fungos, bactérias e em alguns animais, como equinodermos e
artropodes (NAIN PEREZ, 2014). Sua estrutura molecular é composta por dois
grupamentos carbonilas em um anel insaturado de seis atomos de carbono, sendo
classificadas em: (i) benzoquinonas; (ii) naftoquinonas; (iii) antraquinonas; e (iv)
fenantraquinonas (MONKS et al., 1992; SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016; EL-
MAGHRABEY et al., 2021) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacéo das quinonas e estrutura bésica. Fonte: Adaptado Sousa; Lopes; Andrade (2016).

Classificacao Estrutura Basica

Benzoquinona

Rt ¥ ¥

Naftoquinona
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As quinonas sdo bastante estudadas devido a sua ampla existéncia na natureza,
mais de 1.200 tipos ja foram estudados (EL-NAJJAR et al., 2011). Além disso, elas fazem
parte de diversos processos quimicos e bioldgicos que fomentam sua importancia
(BRETON et al., 1996). Sua participacdo em etapas bioldgicas se da principalmente por
conta do seu carater oxidativo (DIAS et al., 2018). Além disso, elas também possuem a
caracteristica de serem eletrofilicas (MONKS et al., 1992), caracteristica que dao grande

dinamismo as moléculas.

Apesar de a sua atividade inseticida ser estudada ha muitos anos, existem poucos
trabalhos sobre o assunto (TAHER et al., 1983; CHENG, et al., 2008). Apenas
recentemente, Silva et al. (2020) publicou um estudo sobre a atividade larvicida e
pupicida de 31 quinonas, no qual 8 mostraram melhores resultados, como atividade
residual contra A. aegypti. Ademais, no mesmo estudo, relacionaram o posicionamento
do grupo metil com a potencialidade da molécula. Contudo, o estudo ndo soube informar
a atuacdo metabdlica das moléculas. Dessa forma, sendo necessaria mais investigacoes
sobre tais estruturas, principalmente sobre sua relagdo entre estrutura e atividade

bioldgica.

2.4 Aedes aegypti
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O A. aegypti (Diptera: Culicidae) ¢ um mosquito de porte pequeno (~ 4 mm), cor
escura, com linhas brancas no térax em formato de lira (OLIVEIRA, 2015) e com 0 seu
desenvolvimento holometab6lico (SOARES DA SILVA et al., 2015). S&o originarios da
Africa, mas agora sdo comumente encontrados em regides tropicais e subtropicais
(BRAGA, 2015; FALKOWSKI et al., 2020). Possuem preferéncia por ambientes
urbanos, raramente sdo encontrados em locais silvestre ou semissilvestres, o que beneficia
sua reproducdo e alimentacdo (ZARA et al., 2016; SANTA CATARINA, 2018). O
sucesso ecolégico da espécie é favorecido pelo comportamento oportunista, alta
capacidade de adaptacéo e caracteristicas fisioldgicas, em conjunto com a globalizacéo e
urbanizac&o acelerada (CARVALHO; MOREIRA, 2017; ABILIO et al., 2018).

O mosquito Ae. aegypti é o principal vetor de arboviroses como: virus da dengue
(DENV), virus da Chikungunya (CHIKV), virus da Zika (ZIKV) e virus da febre amarela
(VFA) (FONSECA et al., 2019). No Brasil, essas doencas tém causado grande
preocupacdo na Salde Publica. Os casos dessas doengas tém aumentado bastante nos
Gltimos anos, principalmente a dengue, que comparado a 2018 houve um incremento de
597,3% no ndmero de ocorréncias provaveis (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2019). O crescimento de ocorréncias dessa doenga ndo ocorre apenas por conta
do descaso da populagdo brasileira com a 4gua parada e o lixo (LUTINSKI et al., 2013),
mas também por conta da caracteristica da fémea conseguir realizar multiplas ingestdes
de sangue durante um unico ciclo gonadotrofico, aumentando a sua capacidade de
contaminacdo (ZARA et al., 2016; TERRA et al., 2017).

Por fim, o controle de vetores como o A. aegypti € uma ferramenta importante, se
ndo a Unica, para 0 combate dessas arboviroses. Com a expansdo dos casos junto com o
aumento da resisténcia a inseticidas quimicos exige o desenvolvimento de novas
moléculas para controle das populagbes invasoras de mosquitos (HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2015; CARVALHO; MOREIRA, 2017; MOYES et al., 2017).

2.5 Mecanismos de aquisicdo de resisténcia genética do A. aegypti aos inseticidas

quimicos sintéticos tradicionais

A maioria dos casos de resisténcia aos inseticidas esta associada ao aumento da
capacidade metabodlica de desintoxicacdo. As principais enzimas envolvidas nesses

processos de resisténcia sdo as esterases, oxidases e glutationa transferases. Os inseticidas
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organofosforados e carbamatos sdo metabolizados pelas acetilcolinesterases (AChE). Os
inseticidas organoclorados e piretroides sdo alvo de resisténcia através da reducédo da
sensibilidade do inseto mediada por alteracbes nos canais ibnicos das membranas das
células nervosas. Isto é, alteracdo no sitio alvo do inseticida (CHEN et al., 2001;
MONTELLA et al., 2007; HSU et al., 2008; ZHANG et al., 2011; KIM; AHN, 2017).

H4& na literatura inUmeros casos relatando a aquisicdo de resisténcia genética de
insetos aos inseticidas. Esse mecanismo é considerado uma adaptacdo evolutiva as
alteracGes no ambiente. Os mecanismos genéticos de aquisicdo de resisténcia aos
inseticidas estdo associados ao aumento da atividade enzimatica que ocorre devido aos
mecanismos de amplificacdo génica ou ao aumento na expressdo dos genes relacionados
metabolismo de xenobidticos, e em ambas as situa¢es ocorre um aumento nos niveis de
RNAs mensageiros codificadores das enzimas metabolizadoras. Em outros casos,
ocorrem mutagdes génicas que aumentam a capacidade catalitica do centro ativo das
enzimas. Assim, baseado no fato que a resisténcia esta diretamente relacionada a grupos
de genes especificos, e que estes genes existem numa mesma populacdo, porém em
frequéncias baixas, o0 uso de inseticidas seleciona e eleva as frequéncias desses genes que

entdo difundem-se para toda a descendéncia dessa populacao.

Ainda, Grant e Hammock (1992) mostraram que linhagens de A. aegypti
resistentes a inseticidas tinham uma superproducdo da enzima glutationa-S-transferase
(GST) devido a uma mutacdo que levou a perda de funcdo de um fator de repressdo da
transcricdo do gene codifica essa enzima (DELIBERTO; WERNER, 2016). Ha no Brasil
varios relatos de casos de resisténcia adquirida do A. aegypti nas mais diferentes regides.
Os primeiros casos de resisténcia ao Temefds (organofosforado) foram relatados em
populacdes investigadas nos municipios de Goidnia (GO) e de Marilia (SP).
Posteriormente, outras pesquisas mostraram a presenca de A. aegypti resistentes em
outras localidades, como Jacarezinho, Presidente Prudente e Santos (SP), e no Ceara.
Casos de resisténcia também ja foram reportados em populagdes de Sergipe e Alagoas
em 2001. As analises moleculares demonstraram que a resisténcia ocorre devido as
alteracBes nos canais de sédio que sdo sitio-alvo dos inseticidas piretroides. MutacGes
causando a substituicdo de um unico aminoacido na proteina de sustentacao do canal de
sodio causa a reducdo da interacdo com o inseticida e consequentemente levando a
resisténcia do inseto ao piretroide (BRAGA; VALLE, 2007).
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Aquisicdo genética da resisténcia através da superexpressdo de genes
metabolizadores: exposicfes do A. aegypti ao Temefos aumentaram os padrdes de
expressdo dos genes que codificam as familias génicas GSTs e CYPs. Estudos com
microarrays e RT-PCR conseguiram mapear 0S genes que tem as suas expressdes
aumentadas: da familia GSTs — GSTil, GSTol e GSTx2, da familia P450 o gene
CYP6N12. Em relacdo a exposicdo aos piretroides permetrina e deltametrina, os genes
da familia P450 — CYP9j32, CYP9j24 e CYP9j10 tiveram uma superexpressdo (STRODE
et al, 2012).

Amostras de A. aegypti coletados na regido urbana de Foz do lguacgu, resistentes
aos inseticidas piretréides passaram por analises moleculares, onde se descobriu uma
mutacdo por substituicdo de par de base no DNA. A troca de uma adenina por uma
guanina provoca uma substituicdo de um aminoacido valina por isoleucina na proteina do
canal de sodio (Val1016lle), que é suficiente para alterar a sua estrutura primaria, por
onde o piretroide atuaria provocando os seus efeitos neurotoxicos. O defeito no canal de

sodio torna o inseto insensivel aos efeitos tdxicos do inseticida (BONA et al., 2012).

2.6 Fish Embryo Toxicity (FET — Test)

Fish Embryo Toxicity (FET) test surgiu em 2013, como protocolo para testes
embriotoxicologicos agudos (OECD n° 236, 2013). O teste é fundamentado na utilizagdo
de ovos fertilizados expostos a uma substancia quimica e no desenvolvimento
embrionario, com controle positivo, negativo e solvente, se necessario, e, pelo menos
cinco concentracOes da substancia teste. Kimmel et al. (1995) detalha a embriogénese do

D. rerio (Figura 3) que é utilizado como referéncias para testes embriotoxicos até hoje.
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Figura 3. Desenvolvimento embrionario do zebrafish (Danio rerio) adaptado de Kimmel et al. (1995).
Embriogénese em 72 horas pés-fertilizacéo (hpf): (1) o zigoto, (2) clivagem, (3) blastula, (4) gastrula, (5)

segmentacdo, (6) faringula, (7) e os periodos de incubacédo (ecloséo).

Devido a transparéncia dos embrifes de zebrafish é possivel avaliar alteracdes em
parametros de desenvolvimento embrionario como: pigmentacdo do corpo e olhos,
formacéo do otoélito, formacdo dos somitos, presenca de batimento cardiaco, separacdo
da cauda do saco vitelino, edemas, estase sanguinea, formacéo do telencéfalo, absorcéo e
escurecimento do saco vitelino e eclosdo. Ademais, a mortalidade antes e ap0s a eclosao
também € verificada. Apds a eclosdo novos parametros podem ser observados, como:
inflacio da bexiga natatoria, malformacbes da cauda, alteracdo comportamental

(equilibrio).

2.7 Biomarcadores enzimaticos
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Um dos efeitos causados por xenobidticos é a alteracdo na producéo e estocagem
de espécies reativas de oxigénio (EROs), que desencadeia um desequilibrio na capacidade
do organismo em se desintoxicar, que por fim, causam o estresse oxidativo (P1ZZINO et
al., 2017). Em consequéncia desse estresse oxidativo, enzimas podem ser inibidas ou
induzidas, sendo chamadas de enzimas antioxidantes (GONCA; ARZU, 2017). Juntos, o
estresse oxidativo e as enzimas antioxidantes sdo utilizados como biomarcadores
bioguimicos para estudos toxicoldgicos de contaminantes por diversas areas (GAO et al.,
2018; MUTHULAKSHMI et al., 2018).

Em organismos aquéticos, o estresse oxidativo € a primeira resposta a exposi¢cao
de contaminantes, gerando uma resposta de reparo ou neutralizagdo por enzimas, como
glutationa-S-transferase (GST), uma das principais enzimas que participam da fase 11 de
desintoxicacao celular (GLISIC et al., 2015). A GST age por meio da catalisacdo da
conjugacdo de glutationa (GSH) com contaminantes, deixando-os menos toxico,
facilitando a excre¢do (COGO et al., 2009). Ademais, a GST age também na inibicao de
peroxidacdo lipidica e indiretamente na inducdo do reparo do DNA (YAN et al., 2015),
assim, se houver inibicdo da atividade da GST pode haver uma desestabilizacdo na

membrana lisossdmica (COGO et al., 2009).

O estresse oxidativo pode alterar outras enzimas como a acetilcolinesterase
(AChE), na qual alteracBes podem mostrar efeitos neurotdxicos em um organismo
(RAMESH et al., 2020), e, a lactato desidrogenase (LDH), com grande importancia para
a via anaerobica de producdo de energia, indicando perdas na integridade do tecido ou
baixa disponibilidade de oxigénio (DA SILVA SANTOS et al., 2018; DAR et al., 2020).

A AChE ¢ popularmente utilizada como biomarcador de poluicdo ambiental, uma
vez que normalmente é inibida por compostos neurotéxicos (PFEIFER; SCHIEDEK;
DIPPNER, 2005; YEN et al.,, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2020). Ademais, esse
biomarcador é bastante utilizado em estudos sobre pesticidas, como organofosforados e
carbamatos, 0s quais inibem sua atividade (PRETTO et al., 2011; DE OLIVEIRA et al.,
2020). Contudo, muitos estudos tem demonstrado uma relacdo entre a AChE com a
resisténcia de alguns insetos aos pesticidas organicos, incluindo larvicidas para A. aegypti
(CHEN et al., 2001; MONTELLA et al., 2007; HSU et al., 2008; ZHANG et al., 2011;
KIM; AHN, 2017). Assim, ha a necessidade de pesticidas que atuem em diferentes vias

metabdlicas nos insetos, sem prejudicar organismos nao-alvo.
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A LDH possui relacdo direta com o metabolismo energético do organismo, uma
vez que tem papel essencial na interconversdo do piruvato em lactato na via glicolitica
(anaerdbica) (OSMAN et al., 2007; SARAVANAN et al., 2011; JIA et al., 2020). Assim,
caso haja um aumento na atividade enzimatica pode estar relacionada com danos na
membrana celular ou com apoptose (RAI et al., 2015; KREUZ; FISCHLE, 2016;
ZHANG et al., 2021). A morte celular programada é um mecanismo essencial para o
organismo, e, acontece através de mecanismos bioquimicos, os quais dependem de
energia (ELMORE, 2007), podendo essa ocorrer como mecanismo de defesa do
organismo a doencas e contaminantes (SULUKAN et al., 2017). Portanto, a inducdo da

atividade dessa enzima esta relacionada a exposicOes a xenobidticos.

2.8 Testes genotdxicos

Genotoxicidade é um termo que abrange de forma geral danos no DNA e
alteragdes mutagénicas. Segundo o protocolo n°® 487 (OECD, 2016), os efeitos
genotoxicos estdo inclusos “todos os tipos de danos ao DNA ou cromossomos, como
quebras, delecdes, modificacBes e ligacdes de nucleotideos, rearranjos, mutacbes génicas,
aberracdes cromossomicas e aneuploidias”. Dessa forma, possibilita identificar

substancias que causam danos genéticos nas células.

Para a identificacdo desses efeitos genotoxicos dois testes sdo bastante utilizados:
(1) ensaio cometa, para danos no DNA,; (I1) teste do micronucleo (MN) e anormalidades

nucleares (AN), para alteracdes mutagénicas.

2.8.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula unica (single cell gel
eletrophoresis assay — SCGE) avalia danos no DNA, ou seja, efeitos genotdxicos gerados
por xenobidticos. Técnica simples, rapida, de baixo custo e bem estabelecida, possibilita
avaliar além de danos ao DNA, os mecanismos de reparo (COLLINS, 2004; CHANG et
al., 2017). Essa técnica é embasada na migracdo do DNA em uma matriz de agarose sob
eletroforese (HARTMANN et al., 2003). Os fragmentos de DNA sdo carregados
negativamente nas extremidades por essa razdo séo atraidos em dire¢do ao anodo. Dessa

forma, quanto maior for o nimero de danos nessas extremidades, maior sera a quantidade
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de fragmentos de DNA, que interferira na distancia da cabeca do cometa ao final da cauda
(FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEILL, 1995) (Figura 4).

Figura 4. Classificacdo dos cometas. Sem danos, nucleo normal (classe 0), com pequenos danos ao redor
do nucleo (classe 1), crescimento gradual do comprimento da cauda desde a classe 1 a classe 3 com uma
diminuicdo do material genético paralelamente (classe 2 e 3). Fonte: Adaptado Cortés-Gutiérrez et al.
(2012).

A metodologia pode ser dividida nos seguintes passos (HARTMANN et al.,
2003): (i) preparagao das laminas de microscopia recobertas com uma camada de células
em meio a agarose; (ii) solucdo de lise detergente e saturada de sais para romper a
membrana das células e liberar o DNA, (iii) desempacotamento do DNA e formacdo de
quebras de fita simples em sitios alcali-labeis através de uma solugdo com pH elevado;
(iv) eletroforese; (v) neutralizacdo do pH alcalino; (vi) fixacdo com alcool etilico; (vii)

coloragdo com um composto intercalante de DNA (Figura 5).
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Figura 5. Esquema das principais etapas do teste do cometa. Fonte: Adaptado de Dhawan et al. (2009).

O ensaio cometa € bastante utilizado na area de toxicologia genética, para verificar
a genotoxicidade de compostos quimicos e biomonitoramento ambiental (FRENZILLI;
NIGRO; LYONS, 2009; DE LAPUENTE et al., 2015; ZEGURA; FILIPIC, 2019). Uma
Vez que a exposicao a compostos genotdxicos podem causar danos diretos ou indiretos ao
DNA (CANEDO; ROCHA, 2020) (Figura 6).

Figura 6. Foto de um nucledide com fragmentacdo do DNA na cauda. A foto foi tirada usando o programa
CometScore versdo 2.0.0.38. Fonte: Autoria prépria.
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O mecanismo de dano direto ndo necessita de vias metabolicas ou outro tipo de
modificacdo molecular para haver o dano ao DNA. Enquanto o mecanismo indireto
necessita de bioativacdo, para que o xenobidtico seja ativo e capaz de gerar efeitos
genotoxicos ou gere reativos intermediarios (COHEN; ARNOLD, 2011; BARNES et al.,
2018). Um exemplo de reativo intermediario € o estresse oxidativo, causado pela
formacdo de EROs (KRYSTON et al., 2011), que por sua vez sdo geradas por fatores
exogenos ou endogenos (BARNES et al., 2018). A superproducdo de EROs pode alterar
a integridade da membrana nuclear, e, consequentemente, causar danos ao DNA (XU et
al., 2013).

Esses danos, causados diretamente ou indiretamente, podem ser reparados por
diversos mecanismos, como por excisdo de bases (BER) e por excisdo de nucleotideos
(NER), contudo, a falha no reparo pode ocasionar mutacgdes, cancer e lesdes no DNA que
serdo herdadas por células-filhas (COHEN; ARNOLD, 2011; HERRAEZ et al., 2017;
CUNHA, 2019).

2.8.2 Teste do micronucleo (MN) e anormalidades nucleares (AN)

De acordo com o protocolo n° 487 (OECD, 2016) “0s micronucleos podem se
originar de fragmentos cromossdmicos acéntricos (ou seja, sem um centrdmero) ou
cromossomos inteiros que sdo incapazes de migrar para o0s polos durante o estagio de
anafase da divisdo celular”. Dessa forma, o teste possibilita identificar substancias
clastogénicas (que quebram cromossomos) e aneugénicas (que induzem aneuploidias ou
segregacédo cromossomica anormal) (FENECH, 2000; FENECH et al. 2003; RAO et al.,
2008; VRAL et al., 2011; UDROIU et al., 2015). Ademais, os MNs possuem atividade
transcricional reduzida, ocasionada pela malformacdo do complexo de poro nuclear e
falhas na importagdo nuclear (HOFFELDER et al., 2004) gerando um dano grave e
irreversivel para célula (DEPLEDGE; FOSSI, 1994; SADIQUL et al., 2016).

Durante a avaliagdo de MNs é possivel analisar também a ocorréncia de outras
anormalidades nucleares (AN), que possuem relagdo com erros ocasionados ao longo da
mitose, como morte celular (apoptose e necrose), aléem de genotoxicidade (FENECH,
2000). De acordo com Kirsch-Volders et al. (2002), os brotos nucleares derivam do
processo de exclusdo de MNs do ndcleo principal. J& anomalias conhecidas como

“blebbed”, “lobed” ¢ “notched”, segundo Carrasco et al. (1990) também sdo causadas
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pela agdo mutagénica. Os nucleos “blebbed” possuem uma pequena invaginagdo da
membrana e da cromatina, enquanto que os “lobed” a invaginacdo da membrana e da
cromatina ¢ maior, formando lobos, por fim, o nicleo “notched” possuem profundas
invaginagdes ou ainda lacunas que ndo contém cromatina (CARRASCO et al., 1990;
VILCHES, 2009). Ademais, outras ANs também podem ser identificadas como nucleo
binucleado, no qual a célula apresenta dois nucleos, que possuem aproximadamente o
mesmo tamanho, e, vacuolos, ou “vacuolated”, uma cavidade dentro do limite nuclear

(CARRASCO et al., 1990; SADIQUL et al., 2016).

Portanto, as ANs e MNs sdo considerados indicadores de mutagénese,
ocasionando um dano genotdxico grave e irreversivel nas células (DEPLEDGE; FOSSI,
1994; SADIQUL et al., 2016). Sendo um indicador adequado para detectar o estado de
salde de peixes e meio ambiente (ERGENE et al., 2007; SADIQUL et al., 2016).



38

3 JUSTIFICATIVA

Em inumeras localidades no Brasil e em diferentes paises ja foi detectado um
aumento na resisténcia genética do A. aegypti ao Temefds, um dos larvicidas
organofosforados recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Por essa
razdo, ha uma forte necessidade de busca por produtos alternativos eficientes (BUSATO
et al., 2015). Assim, no rastreamento de novas moleculas com potencial larvicida, as
guinonas tem-se apresentado como candidatas, pois apresentaram certa toxidade as larvas
do Aedes. Como tais moléculas seriam usadas no ambiente aquatico, ha a necessidade de

se conhecer 0s possiveis riscos a biota aquatica, isto é aos organismos nao-alvo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

O presente trabalho visa avaliar a ecotoxicidade do emprego de quinonas como
larvicidas alternativos no controle do mosquito Aedes aegypti em organismos modelo, o

zebrafish (Danio rerio).

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar por meio do Fish Embryotoxicity Test (FET) o potencial
embriotoxico das quinonas;

e Avaliar se a exposicdo aguda a ArboS31 possui potencial genotéxico,
através da avaliacdo da fragmentacdo do DNA e mutagenicidade em
adultos de zebrafish;

e Averiguar se a exposicdo aguda a ArboS31 causa alteracdo bioguimica
em adultos de zebrafish.
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5 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto
de Biologia da Universidade de Brasilia (UnBDoC n°® 113/2019, ANEXO A). Ademais,
todos os procedimentos seguiram os principios éticos de experimentacdo animal, visando

evitar ou minimizar o estresse, a angustia, a dor e o desconforto.

O presente projeto ¢ extensdo do projeto “ArboControl Brasil — Arbovirus dengue,
Zika e Chikungunya compartilham o mesmo inseto vetor: 0 mosquito Aedes aegypti —
moléculas do Brasil e do mundo para o controle, novas tecnologias em salde e gestao da
informagédo, educagdo e comunica¢do”, componente 1 “Pesquisa para o controle do vetor
Aedes aegypti”, da Faculdade de Saude (FS — UnB) em parceria com a FUNASA —
Ministério da Saude (MS).

5.1 Moléculas

Com base no estudo anterior com larvas de A. aegypti (SILVA et al., 2020) foram
selecionadas sete moléculas da classe quinonas, obtidas atraves da extracdo de uma planta
do cerrado (Connarus suberosus) e comercialmente pela Alfa Aesar (Ward Hill, MA,
EUA). Todas as moléculas foram fornecidas pelo Laboratério de Farmacognosia (FS —
UnB), onde sdo realizados os testes com A. aegypti e a extragédo, sob a coordenacgéo da
professora Dra. Laila Espindola.

Para auxiliar na determinacéo das concentragdes-teste, foram fornecidas as CLso
em 24 h, 48 h e 72 h de exposicdo em A. aegypti, das sete quinonas selecionadas (Tabela
3). As quinonas utilizadas ndo eram solUveis em agua, necessitando o uso de solventes.
Dessa forma, durante todo o projeto o solvente selecionado para diluicdo de todas as
quinonas foi o dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo (DMSQO), que néo ultrapassou a
concentracédo de 1% (MAES et al., 2012).

A descricdo e a caracterizagdo fisico-quimica, com o respectivo nome quimico de
cada molécula ndo foi divulgada, devido a confidencialidade das informacdes do projeto.
As moléculas do projeto ArboControl Brasil sdo potenciais alvos de patentes como

larvicidas contra o A. aegypti, por isso estdo codificadas para manter o sigilo.
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Tabela 3. Tabela com a CLs das quinonas selecionadas para estudos ecotoxicoldgicos (Laboratério de
Farmacognosia — FS, UnB).

_ CLso (mg/L) L
Quinona Classificagao****
24%, 48** T2h ***
23,5*
Arbo4A064E Benzoquinona
15,6**
1,1*
ArboS31 0,75** Antraquinona
0,5***
51* _
ArboS17 Antraquinona
4,8**
5,8* _
ArboS97 Naftoguinona
3,8**
>10,0*
ArboS22 2,3** Antraquinona
1,3***
>10,0*
ArboS18 5,9** Antraquinona
2,8***
12,9*
ArboS1 5,4** Antraquinona
1,8***

****As quinonas apresentadas na tabela sdo derivadas dos grupos (antraquinonas, benzoquinonas e

naftoquinonas).

5.2 Manejo do modelo animal — Zebrafish (Danio rerio)

Os peixes (linhagem selvagem) usados foram fornecidos pelo Biotério do
Laboratdrio de Genética Toxicolégica (GTox) da Universidade de Brasilia (UnB), os
quais foram mantidos em condicdes fisicas e quimicas regulares: pH 7,2 - 7,6; dureza 6.7
ppm; temperatura de 26 + 1 °C; condutividade 468 pS, e, com um fotoperiodo de 12h de

luz e 12h de escuro (OECD n° 236, 2013). Com relagédo a alimentacdo, eles sé&o
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alimentados de duas a trés vezes ao dia com ra¢Ges comerciais e alimentacéo viva (nauplii

de Artemia salina).

5.3 Testes embriotéxicos

5.3.1 Producéo e selecéo de ovos

Um dia antes do teste, foram colocados peixes adultos machos e fémeas, numa
proporcao de 1:2, em caixas de acasalamento, que possuem barreiras fisicas, as quais
foram retiradas no dia seguinte, um pouco antes das luzes se acenderem, possibilitando a
desova. Normalmente, a desova ocorre entre 30 a 120 min ap06s o acendimento da luz.
Devido ao desenvolvimento acelerado do zebrafish, ha uma necessidade de retirada e
tratamento dos ovos de forma rapida. Os ovos sdo lavados pelo menos trés vezes com
agua do meio de cultivo (dgua do sistema). Posteriormente, é realizada uma triagem a
olho nu, retirando os ovos coagulados (inviaveis), seguida de uma criteriosa selecdo no
estereomicroscopio (Sterioscopic STEMI 2000 - Zeiss), a qual sdo escolhidos ovos em
estagios similares e sem anomalias. Por fim, os embrides viaveis sdo distribuidos

aleatoriamente nos grupos experimentais (Figura 7).
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Figura 7. Esquema sintetizando da producéo e sele¢do dos ovos. Fonte: Adaptado do protocolo OCDE n°
236.

5.3.2 Fish embryo toxicity test (FET)

Os ensaios foram adaptados do protocolo OECD n° 236 (Guideline on Fish
Embryo Toxicity Test — FET). Apoés a selecdo dos ovos viaveis, os embrides foram pré-

expostos em microplacas para que fosse garantida a exposicdo logo nos estagios iniciais.
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Enquanto ocorria essa etapa, paralelamente, as triplicatas experimentais para a exposi¢ao

aguda eram preparadas.

A exposicdo foi realizada em placas de 96 pocos, com 200uL por pogo. Cada
concentracdo tinha 20 individuos por réplica, totalizando 60 individuos por grupo (n=60).
As concentracOes de cada quinona foram definidas previamente baseadas na CLso dos
testes larvicidas com A. aegypti (Tabela 3). O controle negativo, com apenas a agua do
sistema (caracteristicas fisico-quimicas previamente descritas), e, o controle solvente,
com DMSO a 1 % (MAES et al., 2012), também tinham 60 individuos. Ademais, cada
placa tinha um controle interno, com agua do sistema, com 10 individuos, totalizando 20

organismos por réplica (Figura 8).
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Figura 8. Desenho experimental das réplicas do FET. Placas de 96 pog¢os com 200uL em cada (n = 20 por
réplica). Todos os experimentos foram realizados em triplicata experimental, com 96 h de exposicdo. Azul
claro: controle interno, com agua do sistema; azul escuro: controle negativo, com agua do sistema; degrade

de cinza: concentracdes testadas das quinonas; verde: controle solvente (DMSO 1%).

Os testes realizados eram agudos, com duracdo de 96 h, sendo as placas
condicionadas em uma camara climatica a 27°C e com fotoperiodo de 12:12
(claro:escuro). Por fim, em 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf e 96 hpf os embrides eram avaliados,
com o estereomicroscopio (Stemi2000-C, Zeiss, Germany), em lente com 70x de aumento
para os embribes e 40x para as larvas, diversos parametros de desenvolvimento

embrionario foram avaliados, além da mortalidade.

5.4 Testes de toxicidade em organismos adultos
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Com base nos resultados obtidos no FET das sete quinonas, os resultados da CLso
e a literatura (CHENG et al., 2008; SILVA et al., 2020), a molécula ArboS31 foi
selecionada para a realizacéo do teste agudo em adultos do zebrafish que inclui analise

da genotoxicidade (ensaio cometa e micronucleo) e bioquimica.

O ensaio de toxicidade aguda foi baseado no protocolo da OECD n° 203 — Fish,
Acute Toxicity Testing (2019), com a intencdo de detectar a CLsg da ArboS31 em
organismos adultos, e, posteriormente usar 0s peixes para testes biogquimicos e

genotdxicos.

Durante todo o experimento, utilizou-se a dgua deionizada reconstituida, com a
aeracdo mantida constante e pH de 7,4; temperatura 26°C; 0 ppm de aménia; e 11 ppm
de oxigénio. Os peixes utilizados tinham entre 6 a 12 meses e pesavam em média 0,701
+ 0,253 g.

Antes do ensaio definitivo, os peixes foram aclimatados em um aquario de vidro
(80L) com agua reconstituida, na relacdo de massa do organismo/volume de &gua 1 g/L.
Tstes preliminares foram realizados para estimar a concentracao de mortalidade, contudo,
ndo se notou mortalidade com 100 mg/L, concentracdo maxima (OECD, 2019). Assim,

com base nesses resultados as concentragdes foram determinadas.

O teste foi realizado em duplicata (100 peixes) e dividido em duas etapas: (I)
exposicao, e, (I1) pos-exposicdo, ambas tiveram duracdo de 96 h. As concentracdes
testadas da quinona, na exposicao, foram: 6,25 mg/L; 12,5 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L; e
100 mg/L. Além dessas concentracdes, havia o controle negativo, com agua reconstituida,
e, 0 controle solvente com DMSO a 0,005% (Figura 9). J4 a pos-exposi¢do, foram
selecionados, aleatoriamente, peixes das duas réplicas das concentracdes: controle
negativo; controle solvente; 6,25 mg/L; 25 mg/L; e 100 mg/L, que foram colocados em

NOVOS aquarios apenas com agua reconstituida (Figura 10).
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Figura 9. Foto dos aquérios com zebrafish (Danio rerio) durante a exposi¢do a quinona ArboS31, em
duplicata, por 96 h. Controle negativo, com agua reconstituida; controle solvente com DMSO (0,005%);
6,25 mg/L; 12,5 mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L; e 100 mg/L.

Figura 10. Foto dos aquarios com zebrafish (Danio rerio) durante a pds-exposicdo em duplicata. Todos 0s
peixes foram colocados em novos aquarios com agua reconstituida, sem a molécula ArboS31, por 96 h. As

identificacBes das concentracdes de exposi¢do foram mantidas.

Ap0s 96 h (periodo de exposicdo), foram selecionados peixes aleatérios de cada
réplica por concentracdo, os quais foram eutanasiados (n=60), e, medidos e pesados
(média 2,288 + 0,099 mm e 0,480 + 0,174 g, respectivamente). O sangue foi coletado
para a realizacdo dos testes de genotoxicidade. E as demais partes, como cabega, cauda,

branquias e tronco foram coletados e armazenados em PBS (0,1 M e pH 7,4) a -80°C,
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para avaliacdo de marcadores bioquimicos. Ademais, foram avaliados os parametros da
agua (Tabela 4).

Tabela 4. Tabela com a média dos parametros da agua das réplicas durante a exposicao de 96 h a ArboS31.

Tratamentos
Parametros C0 (H20) Cso (DMSO) C5 (100 mg/L)
pH 7.6 7,65 7,57
Oxigénio (ppm) 8 8 8
Amaonia (ppm) 2 2 3,5
Temperatura (°C) 25 25 25

Ao finalizar a pos-exposicdo (96 h), os peixes foram eutanasiados (n = 40), e,
medidos e pesados (média 2,09 + 0,176 mme 0,620 £ 0,179 g, respectivamente). A coleta
de sangue foi realizada para os testes de genotoxicidade. E as demais partes, como cabeca,
cauda, branquias e tronco foram coletados e armazenados em PBS (0,1 M e pH 7,4) a -
80°C, para avaliacdo de marcadores bioquimicos, como na exposi¢do. Por fim, os

pardmetros da agua foram verificados (Tabela 5).

Tabela 5. Tabela com a média dos parametros da agua das réplicas durante a pos-exposi¢ao de 96 h a
ArboS31.

Tratamentos
Parametros C0 (H20) Cso (DMSO) C5 (100 mg/L)
pH 1,7 7,65 7,72
Oxigénio (ppm) 10 10 10
Amonia (ppm) 0,75 1,5 1,5
Temperatura (°C) 25 25 25

5.4.1 Teste com biomarcadores bioguimicos

As amostras da exposicdo e da pds-exposicdo (7 a 9 organismos por tratamento)
foram descongeladas em gelo, picotadas com tesoura, e posteriormente, com o auxilio de
um desruptor de células — Unique group (modelo: DES500) as amostras foram

homogeneizadas (2x por 20 segundos, a frequéncia de 90) e centrifugadas (4° C, 20 min
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a 10.000 rpm). Entdo, o sobrenadante foi isolado e colocado em um novo eppendorf e
congelado novamente, em temperatura de -80°C para a realizacdo da quantificacdo da

proteina e os testes enzimaticos por espectrofotometria.

5.4.1.1 Determinacéo de proteinas totais

As proteinas totais foram usadas como fator de correcdo das analises de
biomarcadores, sendo necessarias para controle de normalizacdo. Dessa forma, utilizou-
se a metodologia de Bradford (1976), adaptado a microplaca, sendo a quantificacéo
realizada em quadruplicada, com leitura de 595nm e utilizando a y-globulina como

padréo.

5.4.1.2 Atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi avaliada com o substrato acetilcolina. O aumento da
absorbancia, resultante do produto da conjugacdo entre tiocolina (um produto da
degradacéo da acetilcolina) e acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) em PBS foi
medido no comprimento de onda de 405nm em intervalos de 40s durante 5 min
(ELLMAN et al., 1961, adaptado a microplaca por GUILHERMINO et al., 1996). As
determinac@es da atividade enzimatica foram realizadas utilizando 40 pl da amostra e 250
ul da solucdo de reacéo - acetilcolina (0,075M) e DTNB (10 mM) - em PBS (0,1 M, pH
7,2), em quadruplicado.

5.4.1.3 Atividade da lactato desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada seguindo a metodologia descrita por Vassault
(1983) com adaptacbes introduzidas por Diamantino et al. (2001). O aumento da
absorbéancia, resultante da oxidacdo do NADH foi monitorado com 340 nm em intervalos
de 20 s por 5 min. As determinacdes da atividade foram realizadas utilizando 40 pl da
amostra, 250 pl de Tris/NaCI/NADH e 40 ul de Tris/NaCl/piruvato, em quadruplicado.

5.4.1.4 Atividade da glutationa-S-transferase (GST)
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A Atividade de GST foi medida de acordo com metodologia de Habig e Jakoby
(1981), adaptada a microplaca por Frasco e Guilhermino (2002). A enzima GST auxilia
na conjugacao do substrato CDNB com a glutationa (GSH) formando um tioéter, que é
monitorado durante o teste. Dessa forma, o aumento desse composto foi medido a 340
nm por 5 min em intervalos de 20s. As determinacfes da atividade foram realizadas
utilizando 100 pl da amostra e 200pl da solucdo de reacéo (PBS 0,1M pH 7,2 + solucéo
GST + solugdo CDNB), em quadruplicado.

5.4.2 Testes de genotoxicidade

Apoés a eutanasia dos peixes, tanto da exposi¢do quanto da pos-exposicao, o
sangue coletado foi armazenado em eppendorf com 500 pL de soro fetal bovino (SFB),
dos quais, 40 pL da mistura (SBF-sangue) foram destinados para o ensaio cometa
(SINGH et al., 1988) e 50 uL foram utilizados para realizar os esfregagos das laminas de
MN e ANs (CARRASCO et al., 1990; FENECH, 2000).

5.4.2.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula dnica (single cell gel
eletrophoresis assay — SCGE) foi baseado na metodologia proposta por Singh et al.
(1988), com algumas modifica¢des. 40 pL da solugcdo SBF-sangue foram adicionados a
120 pL de agarose “low melting point agarose” (LMP 7%), que estava mantida em banho-
maria a 37 °C. Apds, essa mistura foi colocada em laminas (2 por individuo), que foram
previamente cobertas com agarose normal (1,5%). Em seguida, as laminas foram
mergulhadas em solucdo lise (Triton X de Merck, DMSO de MacronTM, e lise estoque,
pH 10), por duas horas. A solucdo de eletroforese (EDTA 0,2M de Vetec, NaOH 10M de
Vetec, pH 13) foi colocada até a cobertura total de todas as laminas e deixada em
temperatura de 4°C por 20 minutos, com a fonte de eletroforese regulada para 0,7 - 1
Volts/ cm. Posteriormente, as laminas foram imersas na solu¢do tampéo de neutralizacédo
(Tris de Vetec-Sigma, pH 7,5) por 5 minutos, alternando por 3 vezes com 5 minutos de
descanso fora da solugdo. Por fim, as laminas foram deixadas secando a temperatura
ambiente, para que fossem fixadas com etanol PA, e, armazenadas na geladeira (4°C) até

a analise.
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A lamina do controle positivo foi feita com material dos organismos do controle
negativo (0 mg/L), mergulhada em agua oxigenada 0,01% diluida em PBS gelado, por 1
minuto, e, posteriormente lavada com PBS gelado.

Para a analise, um teste cego foi executado, sendo escritos codigos nas laminas de
modo que ndo houvesse subjetividade durante o processo. E as Idminas, no dia da analise,
foram coradas com brometo de etidio (20 pug/mL) e observadas no microscépio de
fluorescéncia (ZEISS Axioskop 2-HAL 100; UnB — Brasilia, Brasil). Foram fotografadas,
em média, 60 nucletides, por Idamina do individuo que foram analisadas no programa
CometScore versdo 2.0.0.38, e, o parametro avaliado foi a fragmentagcdo do DNA na

cauda (%).

5.4.2.2 Teste do micronucleo e anormalidades nucleares

O teste de frequéncia de MNs e outras ANs foi realizado com base no protocolo
proposto por Carrasco et al. (1990) e Fenech et al. (2003), com adaptacdes. 50 pL da
solucdo SBF-sangue foram utilizados para a realizacdo dos esfregacos das duas laminas
(por individuo), as quais secaram em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
fixadas com metanol absoluto (10 minutos), coradas com Giemsa (5% v/v) e analisadas
no microscopio de luz (ZEISS Axioskop 2-HAL 100) em lente objetiva de 100x. Para a
analise, foi realizado o teste cego, e, contadas 3.000 células por individuos, as quais foram
avaliadas MNs e ANs de acordo com Carrasco et al. (1990) e Fenech (2000).

5.5 Analises estatisticas

Para a realizacdo da estatistica dos testes foi utilizado o pacote de estatistica
SigmaPlot versdo 12.5. A ANOVA One Way foi usada para detectar as diferencas entre
0s grupos para os conjuntos de dados normalmente distribuidos. Aos dados que néo
passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste de homogeneidade de
variancia de Brown-Forsythe, foi usado o teste de Kruskal-Wallis. O teste de Dunnett ou
Dunn (para testes paramétricos ou ndo paramétricos, respectivamente) foram utilizados
para detectar diferencas significativas entre as concentracfes testadas e o controle (p

<0,05). As concentracdes letais (CL50) foram calculadas utilizando funcdo logistica,
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Weibull ou sigmdide. Todas as analises estatisticas tiveram como base o nivel de

significancia de 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Fish Embryo Toxicity test (FET)

Foram identificadas sete quinonas com potencial larvicida para A. aegypti, sendo
necessario a realizacdo de testes em organismo ndo-alvos para verificar a toxicidade
dessas moléculas. Dessa forma, o Fish Embryo Toxicity (FET test) (OECD n° 236, 2013)
em zebrafish (D. rerio) foi selecionado como teste primario. Ademais, os resultados
obtidos serviram para rastrear quais moléculas teriam mais potencial ecoamigavel para

futuros testes em organismos nao-alvos.

Antes da realizacdo dos testes definitivos em triplicata, todos as quinonas
passaram por testes pilotos para saber um pouco mais sobre seus comportamentos e
efeitos. A unica molécula a qual ndo foram realizados os testes definitivos foi a ArboS97,
uma vez que no teste piloto foi identificada uma toxicidade muito elevada e volatilidade,
descartando-a automaticamente para testes definitivos.

No teste piloto da ArboS97 foram testadas as seguintes concentracdes: 0,01; 0,1;
0,25;0,5; 1; 2mg/L, e, mais os controles, DMSO 1% (controle solvente - Cso); 0 (controle
negativo — agua do sistema de cultivo). Nas primeiras 24 h de exposicdo, todos 0s
organismos das concentragdes testadas estavam mortos. Ademais, o controle solvente que
estava proximo aos pocos da C6 (2 mg/L), 70% morreram e 0 restante estava com
alteragdes. Outra observacdo feita, foi quanto ao controle interno da placa, no qual estava
disposto de forma vertical as concentraces, sendo possivel observar alteracdes e

mortalidades proporcionalmente ao aumento das concentracdes.

Portanto, com base nos fatos citados, suponha-se que a ArboS97 seja uma
molécula volatil com alta toxicidade, além de possuir uma CLso (agh) (3,8 mg/L) para
larvicida, em comparagéo a outras candidatas, muito elevada. Entéo, por essas razdes ela

foi descartada para testes futuros.

6.1.1 ArboS22

Segundo Silva et al. (2020), a ArboS22 é uma quinona que possui efeitos residuais
mais longos contra o A. aegypti, sendo um destaque entre as outras moléculas. Ademais,
os resultados do FET, comparados a CLso como larvicida, também foram promissores,
mostrando que seria interessante a realizacdo de novos experimentos em organismos nao-

alvos.
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O FET foi realizado nas seguintes concentracdes: DMSO 1% (Cso); 0 (controle
negativo — agua do sistema de cultivo); 1 (C1); 2,04 (C2); 4,15 (C3); 8,44 (C4); 17,19
(C5); e 35 mg/L (C6) e o tempo total de exposicdo foi de 96 h, possivel observar o

panorama geral na Figura 11.
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Figura 11. Panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de exposi¢do
a ArboS22, utilizando as seguintes concentragfes: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0 (controle
negativo — &gua do sistema de cultivo); 1; 2,04; 4,15; 8,44; 17,19; e 35 mg/L.

Nas primeiras 24 h ja foi possivel observar uma elevada taxa de mortalidade desde
a C3 (4,15 mg/L) com cerca de 27% dos organismos mortos, chegando a 55% e 65% na
C5 (17,19 mg/L) e C6 (35 mg/L), respectivamente. Nos dias posteriores, a taxa de
mortalidade aumentou proporcionalmente as concentragdes, atingindo 100% em 72 h, na
C5 (17,19 mg/L) e C6 (35 mg/L). Em 96 h, apenas a C3 (4,15 mg/L) e C4 (8,44 mg/L)
houveram um acréscimo nessas taxas, sendo exclusivamente a C4 acima de 50%. Dessa
forma, foi possivel a identificagdo da CLso (Figura 12) para a ArboS22 (CLso (96h) = 6,01
mg/L - Weibul 4 parametros — Rz 0.97 — p < 0,01).
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Figura 12. Curva de concentragdo resposta (mortalidade) dos organismos expostos por 96 h a ArboS22.
CLso (e6hy = 6,01 mg/L - Weibull 4 pardmetros — R% 0.97 — p < 0,01.

Em relacdo aos efeitos subletais causados pela ArboS22, em 24 h, a partir da C2
(2,04 mg/L), 12% dos embrifes ja apresentavam altera¢cdes no saco vitelinico, como
edemas e malformacdes. Contudo, tais efeitos ndo mostraram persisténcia ao longo do
tempo total de exposicdo, ou seja, em 96 h de exposicdo ndo haviam alteracbes
significativas nas larvas de 2,04 mg/L, apenas nas concentracdes seguintes.
Principalmente, as duas concentragdes mais elevadas, em 24 h, os embrides que ainda
restavam estavam totalmente comprometidos, possuiam tantas alteracGes embrionarias,
tais como malformacdo na cauda e no saco vitelinico, e, edema cardiaco e no saco

vitelinico, que poderiam ser considerados inaptos a vida.

Com o decorrer do tempo de exposicdo houve um aumento progressivo nas
alteragdes nos organismos, principalmente na C3 e na C4 (Figura 13), como:
malformac&o na cauda, edema cardiaco, alteragdo comportamental (equilibrio), e, apesar
de ndo serem realizados testes moformétricos sugere-se uma diferenca no tamanho das

larvas na C4 (8,44 mg/L). Ademais, 8,44 mg/L foi a Unica concentragcdo que em 96 h de
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exposi¢cdo houve um atraso de desenvolvimento, além dos efeitos subletais (Figura 14).
Em relacdo as concentracfes de 17,19 mg/L e de 35 mg/L devido a mortalidade total dos
embrides ndo foram observadas alteracdes embrioldgicas, além das que ja foram citadas

anteriormente.
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Figura 13. Frequéncia (%) das alteracGes embrionarias no zebrafish (D. rerio) exposto a ArboS22, em 96

h (valores médios + erro padrao).
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8,44 mg/L (C4) — aumento 5x

Figura 14. Embries e larvas do zebrafish apos exposicdo a ArboS22 por 96 h. Concentra¢des de 0 mg/L
(controle negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 4,15 mg/L (C3); e 8,44 mg/L (C4). a: edema

cardiaco; b: malformacao no saco vitelinico; c: malformacéo da cauda; d: edema no saco vitelinico.

Apesar dos efeitos subletais ja aparecerem de forma significativa em 4,15 mg/L,
ainda se sugere novos testes em organismos ndo-alvos para a ArboS22. Além de ser uma
molécula com resultados promissores como larvicida, a CLso (gsh) (6,01 mg/L) no FET e
as concentracBes que geram alteragdes embrionarias sdo superiores & encontrada nos
testes com A. Aegypti (CLso (72n) = 1,3 mg/L) (SILVA et al., 2020), favorecendo futuros

estudos.

6.1.2 ArboS18

Em relacdo ao comportamento da ArboS18, inicialmente havia dissolvido
completamente no DMSO, contudo ao ter contato com a agua ela ficou em forma de
fléculos, sendo necessaria uma agitacao para que ficasse homogénea. Ademais, durante
0 teste, nas primeiras 24 h de exposi¢do a ArboS18 atravessou o corio, sendo possivel
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identifica-la internamente (Figura 15), contudo, ndo ha evidéncias que tenha aumentado

0 seu potencial toxico.

35 mg/L (C6) — aumento 5x

Figura 15. Evidéncia que a molécula ArboS18 atravessou o corio do embrido ap6s 24 h de exposicao.

O teste embriotoxico da ArboS18 foi realizado durante 96 h, com as seguintes
concentracfes: DMSO 1% (Cso); 0 (controle negativo — agua do sistema de cultivo); 1
(C1); 2,04 (C2); 4,15 (C3); 8,44 (C4); 17,19 (C5); e 35 mg/L (C6), demonstrado na
Figura 16.
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Figura 16. Panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de exposi¢do
a ArboS18, utilizando as seguintes concentraces: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0 (controle
negativo — gua do sistema de cultivo); 1; 2,04; 4,15; 8,44; 17,19; e 35 mg/L.

Apesar de ter havido mortalidade nas primeiras 24 h de exposi¢éo, apenas ocorreu
em 35 mg/L, que estava acima de 10%, com 23% embriBes coagulados. E de modo geral,

os efeitos subletais so surgiram de forma significativa a partir de 48 h de exposicao.

Em 48 h, houve um aumento na mortalidade apenas na C5 (17,19 mg/L), que nao
ultrapassou 10% dos organismos expostos. Contudo, a ocorréncia de alteracGes iniciou-
se a partir de 8,44 mg/L (C4), que progrediram e persistiram durante todo o teste — edema
cardiaco, malformacdo do saco vitelinico, estase sanguinea e edema no saco vitelinico
(Figura 17 e 18).

Controle Solvente (Cso) — aumento 5x 0 mg/L — aumento 5x

35 mg/L (C6) — aumento 5x

Figura 17. Embribes de zebrafish expostos a ArboS18 por 48 h. Concentracdes de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 8,44 mg/L (C4); 17,19 mg/L (C5); e 35 mg/L (C6). a:

edema cardiaco; b: estase sanguinea; c: edema no saco vitelinico.
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35 mg/L (C6) — aumento 2,5x

Figura 18. Larvas de zebrafish expostas a ArboS18 por 48 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle negativo);
DMSO 1% (controle solvente — Cso); 8,44 mg/L (C4); 17,19 mg/L (C5); e 35 mg/L (C6). a: malformacgéo

no saco vitelinico; b: estase sanguinea.

Nas proximas horas de exposicdo, 72 h e 96 h, a taxa de mortalidade alterou-se
apenas na ultima concentracdo (35 mg/L), chegando em 30% em 96 h, impossibilitando
a identificacdo da CLso (96h) da ArboS18.

Em 96 h, houve um aumento nas alteragdes pré-existentes, e, 0 surgimento de
malformacdo na cauda, majoritariamente, em 35 mg/L (Figura 19). E estatisticamente,
em relacdo ao grupo controle (C0), houve um aumento significativo de edemas (8,44
mg/L e 35 mg/L) e malformag6es no saco vitelinico, nas Ultimas quatro concentragdes
(Figura 20). Ademais, em 96 h foi possivel observar alteraces comportamentais nos
organismos, contudo, essa variante foi identificada também nos controles (controle
negativo e controle solvente — Cso), sem diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05),

sugerindo que esse desequilibrio ndo esteja ligado a ArboS18 (Figura 20).
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35 mg/L (C6) — aumento 2,5x

Figura 19. Larvas do zebrafish expostas a ArboS1 8por 96 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle negativo);
DMSO 1% (controle solvente — Cso); 8,44 mg/L (C4); 17,19 mg/L (C5); e 35 mg/L (C6). a: edema cardiaco,
b: malformagcéao no saco vitelinico, c: edema no saco vitelinico, d: malformac&o na cauda.
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Figura 20. Frequéncia (%) das principais alteragdes embrionarias dos organismos expostos a ArboS18, em
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96 h. Resultados expressam a média dos valores + erro padréo. Foi realizada a ANOVA One Way, método

Dunnett’s, mostrando a diferenca significativa (p < 0,001***) em comparagdo ao controle negativo.

6.1.3 ArboS1
A quinona ArboS1 diferente da ArboS18 se aglutinou ao redor do cério dos
embrides mesmo sendo uma solugdo homogénea (Figura 21), contudo ndo h4 evidéncias

que esse comportamento tenha diminuido a toxicidade da quinona.

100 mg/L (C6) — aumento 5x

Figura 21. Evidéncia da adesdo da quinona ArboS1 no cério do embrido do zebrafish ap6s 24 h de
exposicao.

Na Figura 22 é possivel visualizar o comportamento toxico da ArboS1, em
embrides de D. rerio durante 96 h de exposicdo (FET), nas seguintes concentracoes:
DMSO 1% (Controle solvente - Cso); 0 (controle negativo — agua do sistema de cultivo);
5(C1); 9,10 (C2); 16,57 (C3); 30,17 (C4); 54,93 (C5); e 100 mg/L (C6).
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Figura 22. Gréfico do panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de
exposicdo a ArboS1, utilizando as seguintes concentragdes: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0
(controle negativo — 4gua do sistema de cultivo); 5; 9,1; 16,57; 30,17; 54,93; 100 mg/L.

Durante a exposicao de 96 h ndo foi possivel identificar uma taxa de mortalidade
significativa (acima de 10%) em nenhuma das concentragdes testadas. E também ndo foi
factivel a determinacdo da CLso da ArboS1, uma vez que a mesma encontrasse acima da
concentracdo maxima determinada pelo protocolo da OECD n° 236 (Guideline on Fish
Embryo Toxicity Test—FET), 100 mg/L. No entanto, desde as primeiras 24 h de exposi¢édo
é possivel observar efeitos subletais (Figura 23). Alteragdes como edema e malformagdes
no saco vitelinico sdo verificadas de forma progressiva ao longo de toda a exposic¢ao a
partir da C5 (54,93 mg/L).
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54,93 mg/L (C5) — aumento 5x 100 mg/L (C6) — aumento 5x

Figura 23. Embrides de zebrafish expostos a ArboS1 por 24 h. Concentracbes de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 54,93 mg/L (C5); e 100 mg/L (C6). a: edema no saco

vitelinico; b: malformacéao no saco vitelinico.

Estases sanguineas s6 sdo registradas em 48 h e 72 h (Figura 24). Enguanto, em
concentragfes como 30,17 mg/L (C4) e abaixo, os efeitos subletais sdo quase nulos
durante todo o tempo de exposicdo, sugerindo que a ArboS1 possui grande potencial

como molécula ecoamigavel.
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0 mg/L — aumento 5x

Controle Solvente (Cso) —aumento 5x

54,93 mg/L (CS) — aumento 5x 100 mg/L (C6) — aumento 5x 100 mg/L (C6) — aumento 2,5x

Figura 24. Embrides e larvas do zebrafish expostos a ArboS1 por 48 h. Concentra¢es de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 54,93 mg/L (C5); e 100 mg/L (C6). a: edema cardiaco; b:
estase sanguinea; c: edema no saco vitelinico; d: malformacédo no saco vitelinico.

Em 72 h, os efeitos continuaram nas ultimas duas concentragdes. E apesar de ndo
serem visualizados em um numero significativo de organismos, houveram algumas larvas

com malformacéo na cauda (Figura 25).

54,93 mg/L (CS) — aumento 2,5x 100 mg/L (C6) — aumento 2,5x

Figura 25. Larvas do zebrafish expostas a ArboS1 por 72 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle negativo);
DMSO 1% (controle solvente — Cso); 54,93 mg/L (C5); e 100 mg/L (C6). a: edema cardiaco; b: estase
sanguinea; ¢: edema no saco vitelinico; d: malformagdo no saco vitelinico; e: malformagéo da cauda.
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Em 96 h, as alteracGes apesar de persistirem, visualmente, pareciam menos
agressivas que nos dias anteriores (Figura 26). Talvez, se o teste tivesse duragdo maior,
efeitos subletais tais como edemas cardiacos e malformacgéo no saco vitelinico, fossem
revertidos, uma vez que ocorreu com as estases sanguineas. Ademais, alteracGes
comportamentais verificadas em 96 h, ndo foram estatisticamente significativas em

relacdo ao controle negativo, sugerindo que essas deformacdes ndo tenham ligacdo com
a ArboS1 (Figura 27).

Controle Solvente (Cso) — aumento 2,5x

(oL o L RO T A e S
8T .
, . v
s b/'
54,93 mg/L (C5) — aumento 2,5x 100 mg/L (C6) — aumento 2,5x
Figura 26. Larvas do zebrafish expostas a ArboS1 por 96 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle negativo);

DMSO 1% (controle solvente — Cso); 54,93 mg/L (C5); e 100 mg/L (C6). a: edema cardiaco; b:
malformacao no saco vitelinico; ¢: malformacédo da cauda.
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Figura 27. Frequéncia (%) das principais altera¢Ges embrionarias no zebrafish exposto a ArboS1, em 96 h

(valores médios + erro padrdo).

Por fim, apesar da quinona ArboS1 ndo ter tido a caracteristica de mais potente,
ou persistente, até mesmo a com a CLsocom os melhores resultados (SILVA et al., 2020),
nos testes realizados com zebrafish, a molécula se destacou, provando ser pouco toxica,
ndo havendo efeitos subletais significativos em concentracdes como 30,17 mg/L, e,
possuindo uma CLso acima de 100 mg/L. Ademais, pode-se observar que talvez com
testes mais duradouros, alteragcdes como edemas e malformagao no saco vitelinico possam

ser recuperados nas duas concentragdes mais altas (54,93 mg/L e 100 mg/L).

6.1.4 Arbo4A064E

Foi observado que as diferentes concentragcdes da substancia Arbo4A064E
apresentaram-se homogéneas no momento de sua dissolucdo e permaneceram dessa
forma até o termino do teste. A Figura 28 mostra a visdo geral do teste de

embriotoxicidade. As concentracgdes testadas foram: DMSO 1%; 0 (controle negativo —
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agua do sistema de cultivo); 0,03; 0,09; 0,26; 0,77; 2,29 e 20 mg/L e o tempo total de
exposicéo foi de 96 h.
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Figura 28. Grafico do panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de
exposicdo a Arbo4A064E utilizando as seguintes concentracfes: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0
(controle negativo — 4gua do sistema de cultivo); 0,03; 0,09; 0,26; 0,77; 2,29; 6,77; e 20 mg/L.

Dentre os FETs realizados com as quinonas, a Arbo4A064E foi a Gnica molécula
que nas concentragdes testadas ndo foi verificado nenhum efeito subletal. Contudo, nas
primeiras 24 h de exposicao foi possivel identificar a morte de 100% dos organismos na
concentracdo mais alta. Ademais, ndo houve quaisquer alteractes na taxa de mortalidade
ao longo da exposicao total, e, nem atrasos de desenvolvimento. Por fim, a CLso (96h) fOi
definida em 11,68 mg/L - Weibull 4 parametros (R2=1) p < 0,01 (Figura 29). Apesar de
ndo possuir efeito subletal algum a Arbo4A064E ndo é uma quinona que seria
recomendado investir em novos testes, j que com base nos testes de larvicida (CLso (ash)
= 15,6 mg/L) (SILVA et al., 2020), provavelmente, ela possui mais toxicidade para

organismos ndo-alvos que para o A. aegypti.



67
1,2 -
1,0

—— Curva concentracao resposta
0,8 - ¢ Mortalidade 96 hpf

0,4 -

Fracao afetada (%)

0,2 -

0,0 = - - -

0,1 1 10
Arbo4A064E (mg/L)

Figura 29. Curva de concentracdo resposta (mortalidade) dos organismos expostos por 96 h a
Arbo4A064E. CLso sy = 11,68 mg/L - Weibull 4 pardmetros (R2=1) p < 0,01.

6.1.5 ArboS17

A ArboS17 é uma quinona classificada como antraquinona, e, que ao longo da sua
cadeia aromatica (antraceno) possui hidroxilas, o que sugere um possivel aumento na
toxicidade da molécula, ja que estudos anteriores mostraram efeitos colaterais toxicos
associados a posicdo do grupo hidroxila no nucleo do antraceno (C-1/C4 e C-8/C-5)
(Figura 30) (TANAKA et al., 2000; DIBWE et al., 2012; HE et al., 2019). Em vista
disso, para a realizacdo do teste de embriotoxicidade foram utilizadas baixas
concentracfes da molécula ArboS17, tais como: 0,01; 0,03; 0,12; 0,42; 1,44 e 25 mg/L,
mais 0 DMSO 1% (conrole solvente — Cso) e 0 (controle negativo — &gua do sistema de
cultivo), com tempo total de exposigéo de 96 h (Figura 31).
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Figura 30. Estrutura molecular da ArboS17.
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Figura 31. Gréfico do panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de
exposicdo a ArboS17 utilizando as seguintes concentragfes: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0

(controle negativo — 4gua do sistema de cultivo); 0,01; 0,03; 0,12; 0,42; 1,44; e 5 mg/L.

Nas primeiras 24 h a taxa de mortalidade foi total nas trés Gltimas concentracdes
mais altas (0,42 mg/L, 1,44mg/L e 5 mg/L) e insignificante (abaixo de 10%) na C3 (0,12
mg/L). No restante do teste ndo houveram mudancas significativas na mortalidade e nem
efeitos subletais nas concentragdes restantes. Assim, a Clso (9sh) foi determinada em 0,18
mg/L - L - Weibull 4 pardametros (R? = 0,99) p < 0,01 (Figura 32), corroborando com os
dados da literatura (CLso (72n) = 0,20 mg/L) (HE et al., 2012).
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Figura 32. Curva de concentracdo resposta (mortalidade) dos organismos expostos por 96 h a ArboS17.
CLso (9shy = 0,18 mg/L - Weibull 4 pardmetros (R = 0,99) p < 0,01.

Como esperado, a ArboS17, dentre as quinonas, foi a segunda molécula mais
toxica para o0 embrido do zebrafish (D. rerio) dentre as sete quinonas testadas, possuindo
uma CLsp (96h), em 0rganismo ndo-alvo, menor que a determinada em 48 h como larvicida
de A. aegypti (CLso (a8n) = 4,8 mg/L) (SILVA et al., 2020). Sendo assim, recomenda-se
ndo serem realizados mais testes com essa molécula e nem investimentos em futuras

formulagdes para larvicida.

6.1.6 ArboS31

Foi observada que as diferentes concentracGes da substancia ArboS31 estavam
homogéneas no momento da dissolucéo, entretanto no dia posterior (dia de leitura do
bioensaio) foi observado que parte do composto se aglomerou e decantou, cobrindo toda

a superficie do corion do organismo (tornando-se uma suspensao).

A Figura 33 mostra a visao geral do teste de embriotoxicidade. As concentragdes

testadas foram: DMSO 1% (Cso); 0 (controle negativo — agua do sistema de cultivo); 1
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(C1); 2,19 (C2); 4,78 (C3); 10,46 (C4); 22,87 (C5); 50 (C6); e 100 mg/L (C7) e o tempo
total de exposicao foi de 96 h.
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Figura 33. Gréfico do panorama geral do teste de embriotoxicidade do zebrafish (D. rerio) durante 96 h de
exposicdo a ArboS31 utilizando as seguintes concentracfes: Cso (controle solvente — DMSO 1%); 0
(controle negativo — &gua do sistema de cultivo); 1; 2,19; 4,78; 10,46; 22,87; 50; 100 mg/L.

Nas primeiras 24 h de exposi¢do houve uma mortalidade nos embrides, sendo
equivalente a 5% nas ultimas duas concentracdes (50 mg/L e 100 mg/L). Ademais, no
mesmo dia foi observado a partir da C4 (10,46 mg/L) edemas no saco vitelinico em mais
de 10% dos embrides, chegando a 80% nas concentra¢cdes mais altas. Além disso, a partir
da C4 (10,46 mg/L) também foi possivel verificar que cerca de 25% dos embrides
estavam com malformacao na cauda. Por fim, a partir da C6 (50 mg/L) foi possivel aferir
que mais de 20% dos embrides apresentavam malformacdes no saco vitelinico (Figura
34).
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Controle Solvente (Cso) —aumento 5x 0 mg/L — aumento 5x 10,46 mg/L (C4) — aumento 5x

N

el

22,87 mg/L (C5) — aumento 5x 50 mg/L (C6) — aumento 5x 100 mg/L (C7) — aumento 5x

Figura 34. Embrides de zebrafish expostos a ArboS31 por 24 h. Concentraces de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 10,46 mg/L (C4); 22,87 mg/L (C5); 50 mg/L (C6); e 100

mg/L (C7). a: edema no saco vitelinico; b: malformagéo na cauda.

Em 48 h, ja tiveram organismos eclodidos e um aumento na mortalidade apenas
na ultima concentracdo (100 mg/L). No entanto, os efeitos subletais aumentaram
consideravelmente, sendo possivel identifica-los, tanto em embrides (Figura 35) quanto
nas larvas (Figura 36), a partir da C3 (4,78 mg/L), como estase sanguinea (46% dos
individuos), edema no saco vitelinico (68% dos individuos) e malformagdes no saco
vitelinico (53% dos individuos). Ademais, as alteragdes morfologicas ja visualizadas nas
24 h, foram verificadas em maiores quantidades, principalmente nas concentragfes mais
elevadas, como por exemplo, malformacdo no saco vitelinico com 81% dos organismos
alterados ja na C4 (10,46 mg/L). Em relacdo ao aparecimento de edemas cardiacos, houve
uma maior aparigdo a partir da quinta concentragdo (22,87 mg/L), contudo, alguns
embrides na C3 (10,46 mg/L) ja possuiam essa anomalia. Por fim, em 48 h de exposicao,
apesar de nao serem realizados testes morfometricos sugerisse uma pequena diferenca,
em relagéo aos controles, no tamanho dos embrides vivos eclodidos, a partir da quarta

concentracdo também.
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Controle Solvente (Cso) — aumento 5x 0 mg/L — aumento 5x 4,78 mg/L (C3) — aumento 5x

50 mg/L (C6) — aumento 5x 100 mg/L (C7) — aumento 5x

Figura 35. Embribes de zebrafish expostos a ArboS31 por 48 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 4,78 mg/L (C3); 10,46 mg/L (C4); 22,87 mg/L (C5); 50
mg/L (C6); e 100 mg/L (C7). a: edema no saco vitelinico; b: malformagéo na cauda; c: estase sanguinea;

d: malformacdo do saco vitelinico; e: edema cardiaco.
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Controle Solvente (Cso) — aumento 2,5x 0 mg/L — aumento 2,5x

100 mg/L (C7) — aumento 5x

Figura 36. Larvas de zebrafish expostas a ArboS31 por 48 h. Concentra¢des de 0 mg/L (controle negativo);
DMSO 1% (controle solvente — Cso); 4,78 mg/L (C3); 10,46 mg/L (C4); 22,87 mg/L (C5); 50 mg/L (C6);
e 100 mg/L (C7). a: edema no saco vitelinico; b: malformacdo na cauda; c: estase sanguinea; d:

malformacao do saco vitelinico; e: edema cardiaco.

Apbs 72 h de exposicdo houve um aumento na mortalidade nas ultimas 3
concentracdes, e, notou-se uma inibi¢do da eclosdo em cerca de 10% dos organismos a
partir da C4 (10,46 mg/L), que com exce¢do da C6 (50 mg/L), se normalizou em 96 h.
Ademais, foram observadas as mesmas alteracdes morfoldgicas citadas anteriormente
iniciados na terceira concentracdo. Por fim, com a eclosdo dos embrides a malformacéo

na cauda ficou mais evidente e em maiores nimeros a partir da C4 (Figura 37).
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100 mg/L (C7) — aumento 5x 50 mg/L (C6) — aumento 5x

Figura 37. EmbriGes e larvas de zebrafish expostos a ArboS31 por 72 h. Concentrag@es de 0 mg/L (controle
negativo); DMSO 1% (controle solvente — Cso); 4,78 mg/L (C3); 10,46 mg/L (C4); 22,87 mg/L (C5); 50
mg/L (C6); e 100 mg/L (C7). a: edema no saco vitelinico; b: malformacdo na cauda; c: estase sanguinea;

d: malformag&o do saco vitelinico; e: edema cardiaco.

Por fim, nas 96 h de exposicao foi possivel observar desde a C3 (4,78 mg/L) um
aumento na porcentagem de organismos mortos, que na C7 (100 mg/L) chega a atingir
45%, mostrando que a CLso da ArboS31 esta acima da concentragéo limite estabelecida
pelo protocolo OECD n° 236 (Guideline on Fish Embryo Toxicity Test— FET), 100 mg/L.
Ademais, nota-se que apenas na C6 (50 mg/L) h& um retardo no desenvolvimento

embrionario em 6% dos organismos vivos. Contudo, desde a C2 (2,19 mg/L) pode-se
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observar alteracdes no saco vitelinico (15% das larvas), e, a partir da C3 ja existem
alteragdes comportamentais significativas (p < 0,05*; p < 0,001***) (Figura 38). Em
relacdo aos efeitos subletais ja citados, como malformac&o na cauda e no saco vitelinico,
edemas cardiacos (Figura 39) e no saco vitelinico (Figura 40), estase sanguinea, desde
a C3 ha um crescimento gradual, sendo possivel visualizar ao longo das concentracdes
(Figura 41). Por fim, vale destacar que baseado nos presentes dados a mortalidade
aumenta progressivamente com o tempo de exposi¢do nas concentragdes mais altas, e,
que apesar de ndo ter sido realizado o teste morfométrico, ao fim das 96 h ainda é possivel

supor uma diminuig¢do no tamanho das larvas desde a C4 (10,46 mg/L).
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Figura 38. Alteragdes comportamentais das larvas de zebrafish expostas a ArboS31 por 96 h. Resultados

expressam a média dos valores + erro padrdo. Foi realizada a ANOVA One Way, método Dunnett’s,

mostrando a diferenca significativa (p < 0,05* e p < 0,001***) em comparacdo ao controle negativo.
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Figura 39. Curva de concentracao resposta (edema cardiaco) dos organismos expostos por 96 h a ArboS31.
CLso (9sh) = 5,43 mg/L. Modelo: Weibull — 4 pardmetros. R2 0.99.
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Figura 40. Curva de concentragdo resposta (saco vitelinico) dos organismos expostos por 96 h a ArboS31.
CLso (9sh) = 3,79mg/L. Modelo: Weibull — 4 pardmetros. R? 0.99.
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Figura 41. Larvas de zebrafish expostas a ArboS31 por 96 h. Concentragdes de 0 mg/L (controle negativo);
DMSO 1% (controle solvente — Cso); 4,78 mg/L (C3); 10,46 mg/L (C4); 22,87 mg/L (C5); 50 mg/L (C6);

e 100 mg/L (C7) da ArboS31. a: edema no saco vitelinico; b: malformag&o na cauda; c: estase sanguinea;

d: malformacdo do saco vitelinico; e: edema cardiaco.

Apos a realizacdo do teste de embriotoxicidade da ArboS31, apesar de nao ser

estipulada a CLso, a partir da C3 (4,78 mg/L) ja foi identificado uma elevada taxa de

efeitos subletais, que talvez, com exposi¢fes mais prolongadas mostrassem inviabilidade

a vida nessas concentrag¢@es. Contudo, como o intuito do teste era verificar se a quinona

ArboS31 causaria efeitos embriotoxicos, sendo viavel ou ndo para sua utilizagdo como

larvicida de A. aegypti de forma ecoamigével, com base nas concentracdes previamente

testadas (Tabela 3), a ArboS31 possui potencial ndo letal. Uma vez que a CLso mais alta
€ 1,1 mg/L em A. aegypti (SILVA et al., 2020), e com base no FET realizado em 96 h de
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exposicdo, até a C2 (2,19 mg/L) ndo ha taxa de mortalidade e nem aparicdo de efeitos

subletais persistentes e significativos (acima de 10% - OECD n° 236).

Assim, com base nos resultados do FET, foi possivel identificar o grau de
toxicidade das sete moléculas, classificando-as, em relacdo a mortalidade (CLso (96h)):
ArboS97 (< 0,01 mg/L) < ArboS17 (0,18 mg/L) < ArboS22 (6,01 mg/L) < Arbo4A064E
(11,68 mg/L) < ArboS18 (> 35 mg/L) < ArboS31 (> 100 mg/L) < ArboS1 (> 100mg/L).
Devido ao desempenho larvicida (CHENG et al., 2008; SILVA et al., 2020) e os
resultados de embriotoxicidade, a ArboS31 foi a molécula selecionada para os testes em
adultos de zebrafish.

6.2 Testes de toxicidade em zebrafish (Danio rerio) adulto

A ArboS31 foi a molécula selecionada para a realizacao dos testes em zebrafish
adultos devido os resultados obtidos durante os testes embrionarios e desempenho como
larvicida para A. aegypti, ja que a intencdo dos testes ecotoxicos foram descobrir qual
molécula teria melhores qualidades para virar uma formulacdo futuramente, diminuindo

os danos ambientais e aumentando a eficiéncia como larvicida.

Durante todo o periodo de exposicao (96 h) e pos-exposicao (96 h), os peixes ndo
apresentaram alteragcdes comportamentais ou clinicos, tais como: perda do equilibrio,
natacdo superficial, erratica e/ou circular, alteracdes respiratorias, mudancas na cor da

pele, morbidade e mortalidade.

6.2.1 Marcadores bioquimicos

Foram testados os seguintes marcadores bioquimicos: 1) biomarcador de
neurotoxicidade (atividade de colinesterase); e, enzimas representativas de diferentes vias
metabdlicas, I1) glutationa-S-transferase (fase Il do processo de desintoxicacdo); e, 1)

lactato desidrogenase (fase anaerobica de producdo de energia).

6.2.1.1 Acetilcolinesterase (AChE)

A AChE por ser uma enzima chave do sistema nervoso central (SNC) e que

catalisa a hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina no sistema nervoso e na placa
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neuromuscular (TOUGU; KESVATERA, 1996; CHEN et al., 2011; LIONETTO et al.,
2013; COLOVIC et al., 2013) foi selecionada para teste em duas regides diferentes: a
cabeca e a cauda, regibes do zebrafish que possibilitam deslumbrar de melhor forma o
sistema nervoso e a placa neuromuscular (LIONETTO et al., 2013; MARINHO et al.,
2019) (Figura 42 e 43).
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Figura 42. Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) na cabeca do adulto de Danio rerio depois de 96 h de
exposicao a ArboS31. A — Atividade da exposi¢do (96 h). B — Atividade da pds-exposi¢do (96 h).
Resultados expressam a média dos valores + erro padrdo. Ambos os testes passaram no teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e de variancia (Brown-Forsythe), e, ndo houve diferenca significativas entre os grupos (p >

0,05) em ambos 0s ensaios.

Os resultados da atividade enzimética da AChE na cabeca ndo tiveram diferenca
significativa (p > 0,05) entre oS grupos, nem na exposicdo, ou na pds-exposicao,

indicando que a quinona ArboS31 nao inibe e nem estimula a AChE nessa regiao.

e (Cauda
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Figura 43. Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) na cauda do adulto de Danio rerio depois de 96 h de

exposicao a ArboS31. A — Atividade da exposi¢do (96 h). B — Atividade da pds-exposi¢do (96 h).

Resultados expressam a média dos valores + erro padrdo. 0 - controle negativo; Cso - controle DMSO; Os
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demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-teste. Diferencas significativas em relagdo

ao grupo controle (0) ndo foram observadas, p > 0,05.

Em relacdo a atividade da AChE na regido da cauda, na exposi¢do houve uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre a média dos grupos, contudo apos a realizacdo do
teste Dunnett’s (teste paramétrico) ndo foi identificada nenhuma diferenca entre os grupos
em relacdo ao controle negativo (0 mg/L). Ja na pds-exposicdo, ndo houve diferenca

significativa entre a média dos grupos (p > 0,05) ap6s 0 ANOVA One Way.

Portanto, com base nos resultados da atividade enzimética da AChE em duas
regides do adulto do zebrafish sugere-se que a ArboS31 ndo é uma substancia com
potencial neurotdxico em organismo ndo-alvo, uma vez que nao houve aumento e nem
inibicdo da acetilcolinesterase na cabeca € nem na cauda do peixe, pelo menos em

zebrafish.

6.2.1.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

Além de poder causar alteragcBes na AChE, o estresse oxidativo pode influenciar
na atividade da lactato desidrogenase (LDH), enzima de grande importancia para a via
anaerdbica de producéo de energia (metabolismo), e, para o reconhecimento de estresse
oxidativo causado por xenobidticos em peixes (SARAVANAN et al., 2011; JIA et al.,
2020). Ademais, sabe-se que o aumento de LDH pode-se esta relacionado com danos na
membrana celular ou com a apoptose (morte celular) (RAI et al., 2015; KREUZ;
FISCHLE, 2016; ZHANG et al., 2021). Assim, com o intuito de entender um pouco mais
da atuacdo metabolica da ArboS31 em organismos nao-alvos, o presente estudou testou
a atividade enzimatica da LDH na regido da cauda do zebrafish (Danio rerio). Obtendo

0s seguintes resultados (Figura 44).
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Figura 44. Atividade da lactato desidrogenase (LDH) na cauda do adulto de Danio rerio depois de 96 h de
exposicdo a ArboS31. A — Atividade da exposicdo (96 h). B — Atividade da pos-exposicdo (96 h).
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Resultados expressam a média dos valores + erro padrdo. 0 - controle negativo; Cso - controle DMSO; Os
demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-teste. Diferencas significativas em relagdo

ao grupo controle (0) foram observadas e estdo representadas por asteriscos (*), *p< 0,05.

A AboS31 apresentou uma alteracdo significativa (*p < 0,05 — Método Dunnett’s
— teste paramétrico), na atividade da LDH tanto na exposic¢ao, quanto na pos-exposi¢éo,

somente nas concentracoes mais altas.

Em relacdo a exposicdo, o0 aumento da atividade enzimatica da lactato
desidrogenase, na ultima concentragao (100 mg/L), sugere um aumento de radicais livres,
consequentemente, um estresse oxidativo (NITA; GRZYBOWSKI, 2016), que por sua
vez pode desencadear um estresse apoptético, ja que, o estresse oxidativo € conhecido
por causar danos diretos ao DNA e apoptose celular (RAI et al., 2015; KREUZ;
FISCHLE, 2016). Contudo, ndo se pode afirmar que o aumento do LDH em 100 mg/L
esteja diretamente ligado a morte celular, uma vez que a célula apoptética pode nao
romper a membrana plasmética (PEREIRA et al., 2015). Mas, vale ressaltar que a morte
celular programada é um componente vital para o organismo, e, ocorre por meio de
mecanismos bioquimicos, que dependem de energia (ELMORE, 2007). Ademais, a
apoptose também ocorre como mecanismo de defesa contra xenobidticos e doencas
(SULUKAN et al., 2017). Portanto, o0 aumento da atividade da LDH indica um possivel
dano no metabolismo da cauda durante a exposicdo de 100 mg/L, ocasionado,

provavelmente, pelo estresse oxidativo, resultando no apoptose das células nessa regiao.

A resposta da atividade enzimética pos-exposi¢cdo também obteve diferenca
significativa (*p < 0,05 — Método Dunnett’s — teste paramétrico), em 25 mg/L
(concentracdo intermediaria) e 100 mg/L (Gltima concentracdo), sugerindo um efeito
residual da exposicdo. A partir desses resultados, presume-se que seria interessante

aumentar o tempo de p0s-exposicao, e, talvez realizar testes de biomagnificagéo.

6.2.1.3 Glutationa-S-transferase (GST)

A glutationa-S-transferase (GST) é uma das principais enzimas que participam da
fase Il de desintoxicagdo celular (GLISIC et al., 2015). Sendo elemento crucial para a

manutencdo da homeostase do Oxido, constituindo uma enzima essencial na defesa
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secundaria do estresse oxidativo (GUILIO RICHARD; HINTON, 2008; MIHALJEVIC
etal., 2020) (Figura 45). Dessa forma, para aferir a atividade da GST exposta a ArboS31
foram feitos testes em duas regides diferentes do D. rerio adulto: branquias (Figura 46)
e tronco, onde localizam o figado, rim e intestino, érgdos com maior agdo dessa enzima
(GLISIC et al., 2015; MIHALJEVIC et al., 2020) (Figura 47).

Exposi¢io a metais, nanoparticulas, pesticidas

reativas de oxigénio
(EROs)

7
//
// \
Peroxidacio lipidica Dano em proteinas ¢ Doenca hepatica,
no DNA -
/' mortalidade
Liberacdo de moléculas toxicas ——* Glutationa-S-transferase :> Desintoxicacdo
(GST)

Figura 45. Esquema de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e desintoxicagdo através da
glutationa-S-transferase (GST). Fonte: adaptado de Schlenk et al. (2008).

e Branquias
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Figura 46. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) na branquia do adulto de Danio rerio depois de 96
h de exposicdo a ArboS31. A — Atividade da exposi¢do (96 h). B — Atividade da p6s-exposi¢do (96 h).

Resultados expressam a média dos valores * erro padréo. O - controle negativo; Cso - controle DMSO; Os
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demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-teste. Diferencas significativas em relagdo
ao grupo controle (0) foram observadas e estdo representadas por asteriscos (*), *p< 0,05 e ***p< 0,001.

Houve um aumento significativo na atividade da GST durante a exposicdo a
ArboS31, nas concentragdes de 6,25 mg/L (p < 0,001); 12,5 mg/L (p < 0,001); 25 mg/L
(p < 0,001); 50 mg/L (p < 0,001); e, 100 mg/L (p < 0,05), sugerindo que a GST
desempenha o papel na desintoxicacdo da molécula na branquia, 6rgao de grande
importancia fisioldgica, uma vez que € responsavel pelas trocas gasosas, osmorregulacao,
excre¢do de residuos de nitrogénio, e, auxilia no equilibrio acido-base (ROMBOUGH,
2002; ORUC; SEVGILER; UNER, 2004).

Na pds-exposi¢do ndo houve diferenca significativa entre a média dos grupos (p
> 0,05 — Teste do Kruskal-Wallis — teste ndo-paramétrico), sugerindo que apos a retirada
da ArboS31 o organismo volta a sua condi¢do normal, supostamente desintoxicado. Esse
comportamento era esperado, ja que as branquias sdo Orgdos responsaveis pela
osmorregulacdo e troca de gases, além de serem a primeira barreira de contato da
molécula, sendo mais vulneraveis por estarem em contato direto com o ambiente
(ROMBOUGH, 2002; SEITBAYEV et al., 2013).

e Tronco
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Figura 47. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) no tronco do adulto de Danio rerio depois de 96 h
de exposicao a ArboS31. A — Atividade da exposicdo (96 h). B — Atividade da pds-exposicao (96 h).

Resultados expressam a média dos valores + erro padrdo. 0 - controle negativo; Cso - controle DMSO; Os

demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-teste. Diferencas significativas em relacdo

ao grupo controle (0) foram observadas e estdo representadas por asteriscos (*), *p< 0,05 e ***p< 0,001.
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Em ambos bioensaios (exposicdo e pds-exposicao), foi possivel ver um aumento
significativo (p < 0,05 — método Dunn’s, teste ndo paramétrico — p < 0,001 — método
Dunnett’s, teste paramétrico, respectivamente) na atividade da glutationa-S-transferase

(GST).

Na exposi¢do, o aumento significativo ocorreu em duas concentragdes
intermediarias (12,5 mg/L e 25 mg/L), supostamente indicando que em 6,25 mg/L a
quantidade de radicais livres ndo era tdo exorbitante (COGO et al., 2009; BARBOSA et
al., 2010), talvez, devido a pré-absorcdo e metabolismo nas branquias (ROMBOUGH,
2002; SCHLENK et al., 2008). Entéo, nas concentra¢des 12,5 mg/L e 25 mg/L, 0 aumento
da atividade demonstra que o organismo teve uma reacdo positiva a exposicéo,
favorecendo o metabolismo e eliminacao das espécies reativas subsequentes da ArboS31
(ORUC; SEVGILER; UNER, 2004). Ja nas dosagens de 50 mg/L e 100 mg/L, apesar de
ndo haver relevancia estatisticamente, a diminuicdo nessas concentracdes em relacéo as
outras testadas pode ter relagdo com o consumo total dos estoques de GST ou com 0
aumento da producéo de subprodutos que causam a inibi¢cdo do biomarcador (COGO et
al., 2009; YAN et al., 2015), ou entéo, pode estar interligada com a quantidade de GSH
na regido, uma vez que a GST possui o0 papel de catalizadora na conjugacgéo de espécies
reativas e GSH. Assim, se 0s niveis de GSH estiverem baixos, consequentemente o0s de
GST estardo diminuidos também (ALMEIDA et al., 2014). Ademais, essa queda na
atividade da GST, pode ser vista também nas branquias, nas mesmas faixas (mg/L),

corroborando com a regido do tronco e a literatura.

Na pds-exposicdo, a atividade enzimatica da GST continua com uma elevacao
significativa (p < 0,001 — método Dunnett’s, teste paramétrico), possivelmente devido a

um efeito residual.

Por fim, como o biomarcador GST age no metabolismo de fase 11, incentivando a
interacdo entre a GSH e compostos formados por xenobidticos, para que sejam eliminadas
do organismo (GLISIC et al., 2015), o aumento observado de modo geral nos resultados
da atividade da GST, pode-se denotar a reacdo do D. rerio a presenca de espécies reativas
oriundas da ArboS31, em ambas as regides testadas (ORUC; SEVGILER; UNER, 2004;
COGO et al., 2009; YAN et al., 2015).

6.2.2 Testes de genotoxicidade
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O ensaio cometa é bastante utilizado para detectar danos reversiveis no DNA,
como sitios alcali-labeis e quebras de fita simples e dupla no DNA, e consequentemente,
0 mecanismo de reparo do organismo (SINGH et al., 1988; COLLINS, 2004; CHANG et
al., 2017). Ja o teste do MN é um teste amplamente usado para detectar quebras
irreversiveis na cromatina, bem como perdas cromossdmicas (erros de segregacdo)
durante as mitoses, que seriam os efeitos clastogénicos e aneugénicos respectivamente
(FENECH, 2000; FENECH et al. 2003; RAO et al., 2008; VRAL et al., 2011; UDROIU
et al., 2015; SADIQUL et al., 2016). Entdo, com a combinacdo dos testes € possivel
identificar danos reversiveis e irreversiveis causados pelo contaminante ao material

genético do organismo.

O dano ao DNA pode estar relacionado a diversos fatores, como radiacdo
(ANBUMANI; MOHANKUMAR, 2012; FERNANDEZ-DIEZ et al., 2018) que
ocasiona um dano direto na molécula do DNA, ou, a fatores que causam danos indiretos,
através de mecanismos de bioativagdo (COHEN; ARNOLD, 2011; BARNES et al.,
2018), como estresse oxidativo, uma vez que o excesso de EROs no organismo modifica
a membrana nuclear, desencadeando danos ao material genético (XU et al., 2013).
Contudo, como ja foi dito anteriormente, a GST € uma enzima que participa desse
processo de desintoxicacao celular causada por xenobidtico (GLISIC et al., 2015). Dessa
forma, pode-se dizer que a ativacdo da GST durante a exposicao e pos-exposicao esteja
relacionado com a baixa quantidade de fragmentacdo do DNA ja que 0 organismo teve
uma inducéo desse biomarcador, possivelmente, diminuindo a intoxicacdo da ArboS31,
consequentemente, decaindo o dano causado pelos EROs ao material genético (Figura
47).

Ademais, apesar de ndo ter ocorrido uma diferenca estatisticamente significativa
no teste do cometa, o padrdo da fragmentacdo correspondeu a resposta observada na
atividade da GST. Assim, sugestionando que, com a diminui¢do da GST, nas ultimas duas
concentracfes, houve um aumento dos EROs, desencadeando um dano ao material

genético (Figura 48).
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Figura 48. Ensaio cometa - fragmentacdo no DNA (%) em eritrocitos de peixes (Danio rerio) expostos a
ArboS31 por 96 h. As figuras representam exposi¢do (A) e pos-exposicdo (B). Os dados representam a
média + desvio padrdo. 0 - controle negativo; C+ - controle positivo; Cso - controle DMSO; Os demais
grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-teste. Diferengas significativas em relacdo ao

grupo controle (0) foram observadas e estdo representadas por asteriscos (*), *p < 0,05 e ***p < 0,001.
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O teste de micronucleo e anormalidades nucleares em zebrafish adultos também
ndo observou-se diferenca significativa entre os grupos (Tabela 6). Esse resultado
corrobora com os dados encontrados no ensaio cometa e resposta dos biomarcadores
bioquimicos, mostrando que a ArboS31 ndo causa danos reversiveis e nem irreversiveis

na cromatina, além de ndo alterar sua via metabolica de desintoxicacéo.

Tabela 6. Frequéncia de micronlcleos e anormalidades nucleares observadas em eritrécitos de sangue de
peixes (Danio rerio) expostos a ArboS31 por 96 h.

Tratamento ~CORCRTAio oy py BR BN BB LB NT ve
(mg/L)

0 0,1+0,1 02403 02402 0,1+01 02403 02+03 02+0,5
Cso 0,1=0,1 02+0,5 0 0,507 02404 01+01 01%0,1

6,25 0 0,1+0,1 01+04 0303 02+03 03+0,5 0
Exposicio 12,5 0+0,1 0,2+0.3 0 0,708 02+02 02+02 0,1+03
25 0+0,] 01402 01401 02%03 03+03 03+04 0,1+03

50 0 0 0+0,] 03+03 0,1+0]1 0306 0

100 02+03 02+03 01+03 0102 0,1+£0,1 03=02 0
0 02+03 02+0,3 0 02+02 03+04 04=05 04=08
Cso 0,2+0,3 0 0 0,001 01+0,1 01+02 05+0)7

Pos-exposicio 6,25 0,102 0x01 02+04 04+07 0202 0,2+03 0
25 0+0,] 01402 01401 02%03 03+03 03+04 0,1+03

100 0,5+0,7 04+04 0 0204 0,1+0,1 0,2%02 0

Os dados representam a média + desvio padrdo de eritrdcitos micronucleados (MN), com brotos (BR),
binucleados (BN), “blebbed” (BB), “lobed” (LB), “notched” (NT) e “vacuolated” (VC). O - controle
negativo; DMSO - controle DMSQO; Os demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do material-

teste. Diferencas significativas em relacéo ao grupo controle (0) ndo foram observadas, p > 0,05.

Estudos anteriores mostraram que diversos derivados das antraquinonas possuem
atividade genotoxica (MULLER et al., 1996; MULLER et al., 1999) e mutagénica
(MULLER et al., 1996), atuando como intercalante do DNA com a topoisomerase (topo
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I1), inibindo sua funcdo catalitica (LIU, 1989; FROELICH-AMMON; OSHEROFF,
1995), podendo levar a quebra do DNA cromossdmico (FERGUSON; BAGULEY,
1996). Tais fatores, em sua maioria, sdo desencadeados devido a producdo de EROs
(ZOU et al., 2009), que esta, principalmente, relacionada com a presenca de hidroxilas
(WESTENDORF et al., 1990) e a quantidade desse grupo na molécula, até trés ha
possivel efeito mutagénico, acima disso ela fica destituida dessa atividade (TIKKANE;
MATSUSHIMA, 1983). No entanto, a estrutura molecular da ArboS31 é desprovida de
grupo hidroxilas, sugestionando a possibilidade de que a auséncia desse grupo favoreca
a manutencdo do material genético, diminuindo a quantidade de EROs produzida pela

antraquinona.

Portanto, a ArboS31 ndo tem potencial genotdxico ou mutagénico significativo (p
> 0,05) em zebrafish, associado as condic¢des utilizadas no decorrer dos experimentos

como duracéo da exposicao, concentracOes avaliadas e 0 organismo teste selecionado.

6.3 Possiveis efeitos hepatotdxicos

Com base nos resultados dos biomarcadores, do FET (Fish Embryo Toxicity) da
ArboS31, e, na literatura, antraguinonas podem causar efeitos hepatotdxicos in vivo e in
vitro (WU et al., 2018; LIU; MAPA; SPRANDO, 2020) existe a possibilidade de a
ArboS31 ser hepatotéxica. Contudo, ha a necessidade da realizacdo de novos testes
bioquimicos de estresse oxidativo (CAT, SOD, ROS, GSH); testes com caspase-3; e

testes histopatologicos do figado.

O zebrafish (Danio rerio) por ser um peixe que possui transparéncia por varias
horas pos-fertilizacdo facilitando a observacdo visual in vivo de érgdo internos
(WESTERFIELD, 2000). Assim, ao realizar o FET da ArboS31 foi possivel observar
alteracGes morfoldgicas indicativas de hepatotoxicidade (Figura 49), que condiziam com
a literatura, como retardo e escurecimento do saco vitelinico, estase sanguinea na regido
do figado e alteracBes no tamanho da larva, mesmo ndo sendo realizados testes
morfométricos (HE et al., 2013; JIA et al., 2020).
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Figura 49. Organismos expostos por 96 h a ArboS31. Concentragcdes de 0 mg/L (controle negativo); 4,78
mg/L (C3); 50 mg/L (C6); e 100 mg/L (C7). a: escurecimento no saco vitelinico, regido do figado; b:
alteracdo no tamanho da larva, apesar de ndo serem realizados testes morfométricos € possivel visualizar;

c: estase sanguinea; d: retardo no saco vitelinico; e: edema cardiaco.

A partir de 4,78 mg/L, em 96 hpf, ja foi possivel identificar indicios de
hepatotoxicidade, com excecdo da diminuicdo no tamanho, que se tornou evidente na
concentragdo seguinte (10,46 mg/L). Assim, como visto na literatura, o escurecimento da
regido onde se localiza o figado é uma evidéncia de que ha uma degeneracgdo local,
possivelmente, no figado (JIA et al., 2020). Condicao que pode gerar uma diminuigdo no
tamanho do 0rgdo, que consequentemente, afeta o metabolismo do organismo,
prejudicando a absor¢cdo do saco Vvitelinico (caracteristicas observadas), que é
metabolizado pelo figado (JONES et al., 2008; HILL, 2011; HE et al., 2013), sendo um

indicativo confidvel da funcdo hepatica na larva do zebrafish (HILL et al., 2012).

Diversos estudos mostram que o zebrafish possui mecanismos contra xenobiéticos
similares aos mamiferos, incluindo vias metabdlicas (GRANATO; NUSSLEIN-
VOLHARD, 1996; MCGRATH; LI, 2008; LI etal., 2011; JIA et al., 2020). Assim, como
no estudo de Ibtissem et al. (2017), em ratos adultos, a quantidade de GSH pode ter tido
uma pequena queda, que causou uma pequena diminui¢cdo na quantidade de GST,
principalmente em 100 mg/L (Figura 50) (ALMEIDA et al., 2014). A queda da GST
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também foi ligada as disfuncdes no figado, causadas presumidamente, por radicais livres,
que geram modificagbes oxidativas no tecido hepéatico (TONI et al., 2011; NI et al.,
2019).
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Figura 50. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) no tronco e na branquia do adulto de Danio Rerio
depois de 96 h de exposicdo a ArboS31. Resultados expressam a média dos valores * erro padrdo. O -
controle negativo; Cso - controle DMSQO; Os demais grupos foram expostos a 6,25, 25 e 100 mg/L do
material-teste. Diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (0) foram observadas e estdo

representadas por asteriscos (*), *p < 0,05 e ***p < 0,001.

Ademais, para corroborar com a hipotese de hepatotoxicidade, a atividade
enzimatica do LDH, em 100 mg/L, aumentou significativamente, indicando um possivel
aumento de gasto energético ja correlacionada com essa patologia anteriormente na
literatura (QIU et al., 2019; JIA et al., 2020). Danos ocasionados a membrana celular
aceleram a atividade das enzimas hepaticas que participam do metabolismo energético,
para que haja a renovacao das células do tecido ou a remocdo das células lesadas (ULLAH
etal., 2018). Com a pequena queda da GST, ha a possibilidade de um aumento no estresse
oxidativo, que também podem elevar os niveis de LDH no organismo de peixes
(MOHAMED et al., 2019).
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A toxicidade das quinonas é explorada de diversas formas, principalmente como
pesticida e anticancerigena. Através, principalmente, da producéo de EROs e a alquilagao
de proteinas essenciais e &cidos nucléicos, que a citotoxicidade dessas moléculas é
estudada, uma vez que tais reages causam danos celular, levando a apoptose, mecanismo
utilizado primordialmente no contexto do cancer (ZOU et al., 2009; VIEIRA et al., 2015).

A acdo citotoxica das quinonas pode ocorrer de diversas formas aumentando o
estresse oxidativo com a superproducdo de EROs; inibindo a atividade enzimatica;
causando danos ao DNA, por exemplo (XAVIER, 2021). Em contraste, as quinonas
podem causar citoprotecdo para o organismo também por meio da inducdo de enzimas de
desintoxica¢do, modificando o estado redox e agdo anti-inflamatoria (BOLTON;
DUNLAP, 2017). Os mecanismos utilizados pelas quinonas para gerar tais efeitos sao
extremamente complexos, sendo necessarios estudos aprofundados para saber quais vias

metabdlicas estdo sendo ativadas.

Dessa forma, com base na literatura e nos achados do presente estudo, sugere-se
novos testes hepatoldgicos, com histopatologia do figado e bioquimica com novos
biomarcadores, principalmente, para que haja mais certeza da via metabdlica de atuacéo

da ArboS31, em organismos ndo-alvos.

Esse estudo caracterizou-se por uma avaliagdo ecotoxicoldgica de moléculas
(quinonas), adquiridas comercialmente e por extracdo de uma planta do cerrado do
planalto central brasileiro (Connarus suberosus), com o intuito de tornarem-se larvicidas
para Aedes aegypti. Como o meio de dispersdo serd a agua, foram realizados testes em
zebrafish, como um organismo ndo-alvo, para se entender possiveis impactos ambientais
sobre a biota aquéatica. Devido a origem das moléculas e as poucas pesquisas
ecotoxicolégicas sobre essas moléculas, uma discussdo mais profunda e circunstanciada

em outros estudos na literatura cientifica, ficou bastante limitada.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a classe das quinonas
possuem grande potencial para larvicidas naturais, eficazes e ecoamigaveis. Testes em
adultos, como foi realizado com a ArboS31, serdo necessarios para se conhecer com mais
detalhes as propriedades dessas moléculas. J& que apenas foram realizados testes
embriotoxicos, comprovando a baixa toxicidade em organismo ndo-alvo (D. rerio)
comparada a CLsg como larvicida. Sendo a ArboS97 e ArboS17 as excecdes, pois se
mostraram bastante toxicas, e, a Arbo4A064E, pois a CLso 96h) (11, 68 mg/L) encontrada

em zebrafish foi menor que a CLso 48n) (15,6 mg/L) determinada para A. aegypti.

Em relagcdo aos testes realizados em adultos de zebrafish com a ArboS31,
presume-se que estd molécula ndo seja neurotdxica, j& que ndo houve alteracdo na
atividade da AChE; nem seja genotdxica ou mutagénica, pois ndo houve quaisquer
alteracdes nesses dois testes (ensaio cometa e teste do MN e ANS, respectivamente).
Ademais, apenas na concentracdo de 100 mg/L ocorreu alteracao da lactato desidrogenase
(LDH), possivelmente devido a um dano metabdlico nessa concentracdo. E a glutationa-
S-transferase (GST) teve atividade aumentada, respondendo a exposi¢do & molécula,
provavelmente, provocando uma resposta de desintoxicacdo, resultado que corroborou

com a baixa fragmentacdo do DNA encontrada (teste do cometa).

Portanto, apesar de algumas alteracdes embriotoxicas e nos biomarcadores, nas
concentracOes sugeridas para larvicida, a ArboS31 aparenta ser segura para organismo
ndo-alvo (D. rerio), sendo uma possivel candidata para futuras formulag@es e testes mais

especificos.
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ANEXOS

4.1. ANEXO A — Declaragio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

=E
Universidade de Brasilia

Instituto de Cidncias Blokdgicas
Corminsbe du Etica o Uso Amimal

Brasilia, 13 de novembro de 2019.
DECLARACAO
Declaramos que o projeto intitulado “USO DE PEIXE-ZEBRA (Danio reric) NA AVALIACAO DA TOXICIDADE E CARACTERIZACAO DE
EFEITOS DE MOLECULAS COM POTENCIAL LARVICIDA PARA Aedies aegypt!, Protocolo n.® 113/2019, sob responsabilidade do Professor
Cesar Koppe Grisolia, foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi
aprovado para utllizacdo de: Danio rerio (8.640 embrides, 360 juvenis e 120 adultos). A presente declaracdo é valida pelo periodo de:

15/12/2019 a 15/12/2021

f

Dr. José Luiz Jivago de Paula Rélo

Coordenador da CEUA - UnB
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Abstract

Background

The use of synthetic insecticides is one of the most common strategles for controlling dis-
ease vectors such as mosquitos. However, their overuse can result in serous risks to
human health, to the environment, as well as to the selection of insecticidal resistant insect
strains. The development of efficient and eco-friendly insect control is urgent, and essential
olls have been presented as potential alernatives to synthetic insecticides. Moreover,
nanoencapsulation techniques can enhance their efficiency by protecting from degradation
and providing a controlled release rate.

Resuits

We assessed the potential of chitosan nanoparticles in encapsulating Siparuna gulanensis
essential oll, and maintaining its efficiency and prolonging its activity for the control of Aedes
aegyptilarvae. The encapsulation was characterized by scanning electron microscopy
(SEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and thermogravimetric analysis
(TGA), with an encapsulation efficiency ranging from 84.8% 1o 88.0%. Toxicity studies have
demonstrated efficacy against mosquito larvae over 50% for 19 days with 100% mortality
during the first week. This persistent action is presumably due 1o the enhanced contact and
slow and maintained rel d by nanoparticles. Furthermore, the
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Egwards . Due to the production facilities and great funcrionalities, the starch extracted from Cassava plants” (Manihot
Food-based carriers esculenta Crants) roots iz cne of the most abundant and inexpensive raw materials used in food- and nen-food
SIpaTuRa guiInamaL industries. The utlization of starches to sncapsulate plant ementizl vils is 2 relevant advance in the contral of

Flant-based biorational insecticides
Micsquito comtrel
Tom-target texicity

inzect pemts, including mosquitoes that oansmit human diseazes. The starch-based microencapsulation of
essential oils reduces the degradation and wvolatilization of active component, providing more sustzinable and
environmentally frendly activides. Here, we investizated the potendal of camava-based starch microparicls
preparations contzining the emental oil of 2 Neotropical plant (Siporuna suicnensis Aublet) to control larvae of
Acdes aezyps and Culex guinguefascicnes. Moreover, the zelacdvity of the most efficient micropartcles prepara-
tion was evaluated on zebrafish embryos (Danic rerio), an aguatic non-target crganism. The characterization of
encapsulated microparticles was achizved by using scanning electron microscopy (SEM), infrared specmoscapy
with Fourier transform (FTIR), and thermogravimerric amalysis (TGA). Our results revealed an encapeulation
efficiency of E2.B % o 95.3 %, with an average particle diametar of .56 pm. Cassava starch microencapeuladon
reduced the emential oil degradation and enhanced (up to B days) the persisten: lechal activides (over 50 %)
against both species” mosquito larvae compared to the pure assential oil. Purtharmore, the exposure of aguatic
non-target organizms (embryes of DL rerio) revealad these microparticles” adequate selectivity. Collectively, cur
findings demonstrace that camava starch-based microparticles exhibic promizsing functonality a2z carriers for
eseential oilz with meosguitecidal activities.



