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RESUMO

Uso do complexo metélico Mg-feralico para atenuar os efeitos do fipronil
sobre caracteristicas comportamentais em Zebrafish adulto
Autor: Fabio Jonas de Souza Soares

Orientador: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva

O fipronil é um inseticida que atua na inibicdo do sistema nervoso central (SNC) dos
insetos e possui efeitos nocivos sobre vertebrados ndo-alvo. Em espécies aquaticas,
como o Zebrafish, o fipronil induz ao estresse oxidativo, além de alteraces
biogquimicas e comportamentais. Entretanto, a utilizacdo de acidos fendlicos simples
coordenados com ions metalicos pode ser uma alternativa para atenuar os efeitos
do estresse oxidativo, devido & sua maior atividade antioxidante. Desta forma,
avaliamos o efeito do complexo antioxidante metalico Mg-feralico na atenuacao dos
efeitos do fipronil sobre o comportamento do peixe Danio rerio adulto. O estudo foi
conduzido no Biotério do Centro Universitario UNIFG-FG em Guanambi Bahia,
utilizando 50% dos animais fémeas e 50% machos com idade de 10 a 12 meses. O
estudo foi realizado com seis grupos de tratamentos, sendo eles: controle negativo,
mantidos em agua do biotério (CT), controle positivo, tratados com a droga de
referéncia fluoxetina (FL), tratados apenas com o fipronil (FIP), tratados com fipronil
e solucdo de Mg-ferulico associado ao acido galico (FIP1 e 2) e tratados com fipronil
e com solucao de Mg-ferulico (FIP3). As exposi¢cdes dos peixes nas drogas foram
realizadas por imersédo até 72. A fluoxetina foi utilizada na concentracéo de 6 mg/L, o
fipronil de 100 pg/L, Mg-ferdlico 15 mg/L e é&cido galico 30 mg/L. Para cada
tratamento foram utilizados 10 peixes por grupo, os quais foram mantidos em
aquario de dimensdes 50 x 25 x 30 cm, isolados do biotério por um periodo de
aclimatacdo de 5 dias. ApOs os tratamentos, os peixes foram avaliados
individualmente quanto as caracteristicas comportamentais: tempo do lado
claro/escuro, laténcia, cruzamentos, interacdo social, velocidade média, tempo de
proximidade ao predador, numero de episédios de agressao e duracao da agressao.
A aplicacao de fipronil resultou na redu¢do no niamero de cruzamentos, interacéo
social, velocidade média e no niumero e duracdo de episddios de agressividade de
peixes Danio rerio adulto. A aplicacdo de Mg-ferdlico antes ou ap6s a aplicacdo de
fipronil atenuou seus efeitos nocivos sobre as caracteristicas comportamentais de
interacdo social, velocidade média e agressividade de peixes Danio rerio.

Palavras-chave: Complexo de magnésio, estresse oxidativo, atividade antioxidante,

Zebrafish, estudo comportamental.



ABSTRACT

Use of the Mg-ferulic metal complex to attenuate the effects of fipronil on
behavioral characteristics of adult Zebrafish
Author: Fabio Jonas de Souza Soares

Advisor: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva

Fipronil is an insecticide that acts to inhibit the central nervous system (CNS) of
insects and has harmful effects on non-target vertebrates. In aquatic species, such
as Zebrafish, fipronil induces oxidative stress, in addition to biochemical and
behavioral changes. However, the use of simple phenolic acids coordinated with
metal ions may be an alternative to mitigate the effects of oxidative stress, due to
their greater antioxidant activity. In this way, we evaluated the effect of the Mg-ferulic
metal complex in attenuating the effects of fipronil on the behavior of adult Danio
rerio fish. The study was conducted in the Animal House of the UNIFG-FG University
Center in Guanambi Bahia, with 50% of the animals being female and 50% being
males aged 10 to 12 months. The study was carried out with six treatment groups,
namely: negative control, kept in vivarium water (CT), positive control, treated with
the reference drug fluoxetine (FL), treated only with fipronil (FIP), treated with fipronil
and Mg-ferulic solution associated with gallic acid (FIP1 and 2) and treated with
fipronil and Mg-ferulic solution (FIP3). Fish were exposed to drugs by immersion up
to 72°C. Fluoxetine was used at a concentration of 6 mg/L, fipronil at 100 pg/L, Mg-
ferulic acid at 15 mg/L and gallic acid at 30 mg/L. For each treatment, 10 fish per
group were used and kept in an aquarium measuring 50 x 25 x 30 cm, isolated from
the vivarium for an acclimatization period of 5 days. After the treatments, the fish
were evaluated individually for behavioral characteristics: time on the light/dark side,
latency, crossings, social interaction, average speed, proximity time to the predator,
number of aggression episodes and duration of aggression. The application of fipronil
resulted in a reduction in the number of crossings, social interaction, average speed
and the number and duration of aggressive episodes of adult Danio rerio fish. The
application of Mg-ferulic acid before or after the application of fipronil attenuates its
harmful effects on the behavioral characteristics of social interaction, average speed
and aggressiveness of Danio rerio fish.

Keywords: Magnesium complex, oxidative stress, antioxidant activity, Zebrafish,
behavioral study.
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1. INTRODUCAO

O fipronil (5- amino- 1- (2,6-dicloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil)-4-trifluorometilsulfinil-
pirazol-3-carbonitrila) € um inseticida fenilpirazol de amplo espectro, utilizado para
controle de insetos praga (SIMON-DELSO et al.,, 2015). O uso incorreto ou
generalizado do fipronil pode ocasionar a contaminacdo da agua e do solo, através
do processo de lixiviagdo. Devido a solubilidade alta a moderada, o potencial de
lixiviagdo e a persisténcia do fipronil representam um risco continuo e crescente para
ambientes aquosos (BONMATIN et al., 2014).

O fipronil e os compostos resultantes de sua degradacdo podem ser
encontrados em cursos de agua em concentragdes que representam um risco para
uma ampla variedade de invertebrados fluviais (WESTON; LYDY, 2014). Ha
evidéncias crescentes de que o fipronil pode causar uma variedade de efeitos
toxicos em animais e seres humanos, tais como neurotoxico, hepatotoxico,
nefrotdxico, efeitos reprodutivos e citotoxicos (WANG et al., 2016).

A exposicdo a contaminantes aquaticos pode impactar comportamentos que
sdo essenciais para a sobrevivéncia de organismos aquéticos (BEVILAQUA et al.,
2020). A avaliacdo do comportamento do Zebrafish adulto permite observagbes da
atividade neurotdéxica de contaminantes, mesmo em pequenas concentracdes
(CUENCA et al.,, 2022). O Zebrafish adulto quando exposto ao fipronil em
concentracbes de 100 e 500 pg/L apresentam alteracbes comportamentais que
resultam de estresse oxidativo, inflamacao e apoptose (WU et al., 2021).

Vérios estudos evidenciam que o estresse oxidativo pode esta diretamente
envolvido na toxicidade induzida pelo fipronil (KHAN et al., 2015; BEVILAQUA et al.,
2020; CHEN et al., 2021), o que pode alterar o sistema antioxidante de defesa e
levar a danos as macromoléculas celulares, como lipidios, DNA e proteinas
(WEIDINGER e KOZLOV 2015; WANG et al., 2016).

Estudo com larvas do Zebrafish apds exposi¢cdo a altas concentragbes de
fipronil (100 e 1000 pg/L) ocasionaram o desenvolvimento anormal (XU et al., 2018)
e alteracbes moleculares relacionadas a adaptacédo claro-escuro, deteccdo do
fotoperiodo e ao ritmo circadiano (EADIE et al., 2020). Além disso, foi observado
efeitos no comportamento tipo ansiolitico (CUENCA et al., 2022) e alteracdes
comportamentais no sistema sensorial e motor, causando uma diminuigao

significativa na velocidade e distancia da trajetoria de natacédo (WU et al., 2021).
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O Zebrafish (Figura 1) tem sido utilizado como modelo animal experimental
para explorar tanto os efeitos toxicos como para avaliar os efeitos benéficos de
determinados compostos (STEGEMAN et al., 2010). Neste estudo, avaliamos o
efeito do fon metélico do Mg?* contendo o &cido ferulico (complexo Mg-ferulico) na

atenuacao dos efeitos do fipronil sobre o comportamento do Zebrafish adulto.

Figura 1 - Zebrafish adulto (Danio rerio). Modelo animal amplamente utilizado em pesquisas
cientificas devido a sua transparéncia durante o desenvolvimento embrionario, facilidade de

manipulagdo genética e rapida reproducéo.

Fonte: autor, (2024).

O &cido ferulico pertence ao grupo do &cido fendlico comumente encontrado
em tecidos vegetais e tem sido amplamente utilizado na indastria farmacéutica,
alimenticia e cosmética devido a suas propriedades antioxidantes, que sao
relacionadas a eliminacdo de radicais livres, a ligacdo de metais de transicao e
prevencdo da peroxidacao lipidica (ZDUNSKA et al., 2018).

Acidos fendlicos coordenados a ions metélicos podem exibir maior atividade
antioxidante do que os ligantes sozinhos devido a sua capacidade de atuar como
estabilizadores de radicais livres, como verificado por Kalinowska et al. (2021) para o
complexo de acido feralico com ions metalicos Mg(ll) e Mn(Il)/Na(l). Outra alternativa
de sucesso, € a utilizacdo de compostos associados ao acido galico. O acido galico
€ um composto fendlico antioxidante que possui atividades antiapoptoticas e

neuroprotetora (DAGLIA et al., 2014, BALDIN et al., 2022).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Radicais livres

Os radicais livres desempenham um papel duplo no corpo humano, atuando

tanto como espécies benéficas quanto deletérias (SEN et al.,, 2010). Em
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concentragbes normais, os radicais livres estdo envolvidos em diversos processos
como na formacédo de energia, ajuste do crescimento celular, fagocitose, sintese de
substancias biologicas essenciais e na sinalizacdo intercelular (PREVEDELLO;
COMACHIO, 2021). Porém, em excesso ocasiona o estresse oxidativo, um processo
prejudicial que pode ocasionar danos em biomoléculas como DNA, lipidios e
proteinas (KOSTOVA; BALKANSKY, 2013), com implicacbes diretas sobre a
etiologia de inameras enfermidades crénicas em humanos, tais como: a
aterosclerose, diabetes, obesidade, cancer e disturbios neurolégicos (RUBIN, 2011,
BRENT, 2013; SEACHRIST et al., 2016; WANG et al., 2019).

A producéo de radicais livres nos seres vivos é controlada por mecanismos de
defesa que envolve a producdo de enzimas antioxidantes. Além disso, compostos
antioxidantes exdgenos também contribuem para o controle dos seus efeitos nocivos
(VASCONCELOS, et al., 2014). Desta forma, alguns estudos tém sido desenvolvidos
buscando associar os efeitos cooperativos de metais e compostos antioxidantes
para melhorar a capacidade de sequestro de radicais livres (KOSTOVA;
BALKANSKY, 2013).

2.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre os niveis de
compostos pro-oxidantes e antioxidantes, com predominio dos primeiros. O estado
pré-oxidante vem sendo relacionado a varias patologias, como doenca
cardiovascular, doencas neurodegenerativas, doencas autoimunes e canceres, ora
como sua causa, em alguns casos como consequéncia (VELLOSA et al., 2013).

Dentre os mecanismos relacionados a patogénese das doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), que sao as principais causas de morbimortalidade em
pessoas idosas, destacam-se as alteracbes no metabolismo oxidativo. Estudos
realizados para averiguar o papel desse, na patogénese dessas doencas,
verificaram-se que apresentou associacdo direta entre a quebra da hemdstase do
metabolismo oxidativo e consequentemente o aumento do risco para DCNT
(GOTTLIEB; MORASSUTTI; CRUZ, 2011).

A oxidagdo no meio biologico leva a formagéo de radicais livres, sendo esse
processo fisiolégico, continuo e de fundamental importancia para a vida aerébia e
para o metabolismo ao cumprir funcdes bioldgicas relevantes como a producéo de
ATP (BIRBEN et al., 2012 Em propor¢cdes adequadas gera beneficios como

producdo de energia por meio da cadeira transportadora de elétrons, e participagédo
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de mecanismos de defesa contra infeccdo (MAIA; SANTOS; REIS, 2014). Porém,
quando ocorre alguma disfuncdo biolégica pode acarretar desequilibrio entre a
guantidade gerada e desativada, provocando efeitos nocivos a saude (BARBOSA et
al., 2010, PERSSON et al., 2019).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam um ou mais
elétrons desemparelhados. Sao formados a partir de uma reducdo incompleta do
oxigénio, induzindo a formacédo de espécies altamente reativas e nocivas para o
meio biolégico, podendo atacar alvos celulares diversos para serem estabilizados
(TESTON; NARDINO; PIVATO, 2010; MARTELLI; NUNES, 2014). Estes radicais
recebem duas denominacbes a depender de onde se encontra 0 elétron
desemparelhado: espécie reativa de nitrogénio (RSN) ou espécie reativa de oxigénio
(ROS). Sédo exemplos desde ultimo, os anions superoxido (O2), o radical hidroxil
('OH), o 6xido nitrico (NO), o dioxido de nitrogénio (NO2) e o perdxido de hidrogénio
(H202) (GOTTLIEB; MORASSUTTI; CRUZ, 2011).

Na respiracdo, 0 oxigénio € consumido junto com os substratos metabdlicos,
enquanto o ATP, dgua e CO2 sdo produzidos. Esse processo que ocorre na etapa
final da cadeia respiratoria mitocondrial, envolve a reducdo do oxigénio por 4
elétrons para a formacdo da agua, (Figura 2). Embora o processo oxidativo nas
células geralmente resulte na reducdo quase que simultdnea do oxigénio sem a
liberacdo de intermediarios, a formacdo das ROS é inevitavel. Vale ressaltar, que o
interior de uma célula € um ambiente redutor, e muitos dos componentes celulares
sao capazes de reagir diretamente com o oxigénio, competindo com as enzimas que
controlam e direcionam as reac¢des benéficas do mesmo (MIGUEL; MENEZES;
ARAUJO, 2012).

Figura 2 - Etapas de um elétron na reducéo do oxigénio, levando a formagéo das espécies

reativas do oxigénio: superéxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxil.

le le'+ 2H* le+ 1H" ¢ H,0

. N
0, A O AN H202 N le+ 1IHY -~
Oxigénio  Superéxido ,ﬁ’ﬁ;f’oxg;‘gﬁige Ot s ':\HZO,':

Radical hidroxila Agua

Fonte: Adaptado de (BUETTNER et al., 1983).
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O estresse oxidativo pode ser minimizado pelas modificagbes das condigoes
ambientais ou pela administracdo de compostos capazes de bloguear ou minimizar o
desencadeamento das reacfes oxidativas (SOMMER, 2005). Neste respeito, varias
estratégias vém sendo usadas. Entre elas, aumentar os niveis intracelulares de
Superéxido Dismutase (SOD) ou administrar SOD de maneira exdgena. Entretanto,
0 uso de SOD como tratamento terapéutico € bastante restrito devido ao custo,
autorizacdo para uso e efeitos colaterais (KACHADOURIAN et al., 2003).

E reconhecido que os antioxidantes n&o enzimaticos presentes na dieta
alimentar ou intencionalmente adicionados a ela, sdo indispensaveis para a defesa
apropriada contra oxidagao e, portanto, tem importante papel na manutengdo da
saude. O sistema antioxidante enzimatico ndo € especializado na eliminacdo do
radical hidroxil, e a Unica maneira de inviabilizar o ataque desse radical a
biomoléculas € impedindo sua formacdo pela administracdo de antioxidantes
exdgenos. Neste aspecto, as vitaminas (acido ascorbico, alfa-tocoferol, retinol,
carotendides), acido urico e glutationa (GSH) atuam no sequestro desse radical com
a formacéo de produtos menos reativos, impedindo as reac¢des oxidativas em cadeia
(SIDDAIAH, 2006). Destacam-se também como antioxidante ndo exdgeno, 0s
minerais, como zinco, cobre, selénio e magnésio, e o0s compostos fendlicos
(BARBOSA, 2010).

Apesar da importancia dos compostos fendlicos no estresse oxidativo ser
reconhecida, a atividade in vivo desses compostos é dificil de ser demonstrada em
decorréncia da baixa biodisponibilidade e acumulo na regido gastrointestinal
(HIGDON, 2003). Isso por sua vez, € em grande parte consequéncia da sua elevada
susceptibilidade para modificagcbes metabdlicas. Devido a presenca de mudltiplas
ligacdes -OH, os polifendis sdo substratos prontos para a Fase Il do metabolismo
das drogas que rapidamente converte-os para os sulfatos, os glucuronideos e éteres
metilicos (HIGDON, 2003).

2.2 Acido ferdlico e 4cido gélico

Os compostos fenélicos simples vém sendo cada vez mais estudados por
possuir propriedades antioxidantes com elevada inibicao radicalar. Estes compostos
contém em suas estruturas pelo menos um anel aromatico e um grupo hidroxil como
grupo funcional. Dentre eles, o acido ferulico possui maior capacidade antioxidante e

baixa toxicidade, inibe enzimas citostaticas associadas a inflamacdo e possui
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atividade neuroprotetora e fotoprotetora. Foi extraido pela primeira vez em 1866, de
varias espécies de plantas, mas € facilmente sintetizado em laboratério a partir da
via sintética do acido chiquimico, partindo-se dos aminoacidos fenilalanina e L-
tirosina (SOARES, 2002).

O 4&cido ferulico € um composto fendlico hidrofébico, também denominado
acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (4cido hidroxicinamico) (HUMA et al., 2022) (Figura
3). Tem sido relatado em varios estudos in vitro e in vivo, por sua atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e efeito radioprotetor (DAS et al., 2019; YIN et al.,
2019).

Figura 3 - Estrutura quimica do acido ferdlico e galico.

0 HO i
H3CO OH
> N-"NoH
HO HO
, ~ OH
Acido ferulico Acido galico

Fonte: Yin et al. (2019) e Sigma-Aldrich (2024)

A capacidade antioxidante deste composto deve-se a trés fatores (PAIVA;

GOLDBECK; SANTOS; SQUINA, 2013, MANCUSO; SANTANGELO, 2014):

1) O anel benzeno conter presenca de grupos doadores de pares de elétrons;

2) A presenca de uma instauracdo na cadeia lateral, a qual promove sitios de
ataques aos radicais livres, 0 que evita lesdes a membrana celular;

3) Presenca do grupamento carboxilico (a,b-insaturado) que contribui na
estabilizacdo do radical intermediario ou fornece local de ataque adicional para os
radicais livres.

O mecanismo de acdo antioxidante do acido ferulico é relacionado a inibicao
da formacgéo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e neutralizacdo de
radicais livres. Além disso, esse acido € responsavel por quelar ions metalicos
protonados (ZDUNSKA et al., 2018) e apresenta atividade de eliminacdo de radicais
livres de forma indireta. O efeito indireto ocorre devido a sua capacidade de regular

de forma positiva o sistema hemeoxigenase-biliverdina redutase, que é responsavel
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por gerar bilirrubina, um eliminador enddgeno de radicais livres (PAIVA; GOLDBECK;
SANTOS; SQUINA, 2013).

O acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzéico) € um composto fendlico
derivado do metabolismo secundario das plantas através da via do acido chiquimico.
O &cido galico € uma molécula plana, constituida por um anel aromatico, trés grupos
hidroxila fendlicos e um grupo &cido carboxilico (Figura 3). Os trés grupos hidroxila
estdo ligados ao anel aromatico em uma posi¢cdo orto em relacdo um ao outro. E
esta ordem de arranjo o principal determinante da forte capacidade antioxidante dos
compostos fenolicos (BADHANI et al., 2015). Esta molécula antioxidante tem
potencial para muitas atividades protetoras, incluindo atividades antiapoptéticas,

antimicrobianas e anticancerigena e neuroprotetora (DAGLIA et al., 2014).

2.3 Magnésio

O Magnésio (Mg?*) é um metal alcalino-terroso com configuragéo 1s? 2s? 2p®
3s? e estado de oxidacdo 2*. E um dos ions metalicos mais abundantes na crosta
(JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012). O Mg?* apresenta numerosas fungdes
celulares e enzimaticas, incluindo canais idnicos e ciclos metabdlicos. Atualmente
sdo conhecidas mais de 300 enzimas nas quais 0 magnésio atua como cofator
inorganico em reacfes enzimaticas do Metabolismo. E necessaria uma média de
300 a 400 mg/dia de Mg?* para suprir as necessidades fisioldgicas dependendo do
individuo (YANG et al., 2014).

Além disso, por ter funcdo na regulacdo da passagem de ions, atua na
estabilizacdo de membrana neuromuscular, cardiovascular e no ténus vascular
(SEVERO et al., 2015). Alguns estudos tem demonstrado que ions metélicos de
Mg?* podem estabilizar significativamente radicais livres, minimizando sua
reatividade ao formarem complexos intermediarios. Um exemplo pode ser observado
com o radical fenoxil do andlogo de vitamina E (1H) gerado pela transferéncia de
atomos de hidrogénio de (1H) para o DPPHe, sendo significativamente estabilizado
pelo Mg?* na forma de complexacdo, conforme representado na (Figura 4)
(NAKANISHI et al., 2002).
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Figura 4 - Estabilizacdo de radical fenoxil do analogo de vitamina E, por meio do complexo de Mg?*.

DPPH* DPPH
HO a

O

o\

Fonte: Nakanishi et al. (2002).

Em estado fisiolégico normal, as concentragées de Mg?* mantém a funcéo
neuroldgica essencial para a conducdo sinaptica. Suas variaveis de concentracao
podem gerar diversos efeitos nas funcdes intelectuais e neuronais por meio de
mecanismos bioquimico (NOWAK et al., 1984; MAYER, WESTBROOK, GUTHRIE,
1984; VANDENBERG, 1987; MATSUDA, SAIGUSA, IRISAWA, 1987), sendo esses
mecanismos criticos para a degradacdo neuronal crénica e no desenvolvimento de
deméncia (VINK; NECHIFOR, 2011). Estudos demonstraram que a baixa ingestao
de Mg?* induziu a perda de neurdnios dopaminérgicos em ratos (OYANAGI, 2005) e
que a suplementacdo com Mg?* evitou a perda desses neurdnios, indicando o papel
do Mg? como protetor de neurdnios na substancia negra de degeneracdo
(OYANAGI, 2006; HASHIMOTO et al., 2008).

Dessa forma, por participar dos mecanismos bioquimicos das propriedades
neuronais e das func¢des sinapticas, este composto esta diretamente envolvido na
fisiologia patologica das doencas neurodegenerativas (VINK; NECHIFOR, 2011).
Evidéncias recentes sugerem que o Mg?* esta associado a Doenca de Alzheimer

(DA), pois estudos verificaram niveis de Mg?* diminuidos em soro e tecidos cerebrais
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de pacientes portadores desta doenca (DURLACH, 1990; GLICK, 1990; LEMKE,
1995;: ANDRASI, IGAZ, MOLNAR, MAKO, 2000; VURAL et al., 2010). O déficit de
magneésio pode levar a deficiéncias especificas ha memoria (BARDGETT et al.,
2005; BARDGETT, 2007), enquanto, a terapia de suplementacdo pode facilitar a
recuperacdo da funcao cognitiva apdés uma lesdo cerebral (ENOMOTO et al., 2005;
HOANE, 2005; HOANE, 2007).

2.4Complexos de Mg (Il)

A quimica de coordenacdo, inserida no campo da quimica supramolecular,
tem ganhado cada vez mais destaque devido as caracteristicas vantajosas dos
compostos de coordenacéo, tais como ocorréncia de varias geometrias e numeros
de coordenacgdo, no qual possibilitam a obtencdo de supermoléculas através de
reacoes de automontagem e a capacidade espontanea de regeneracdo de
complexos, associada as propriedades redox, catalitica e fotoquimica (ARAKI,
TOMA, 2002).

Com fim de aplicabilidade bioldgica, as pesquisas com estes compostos de
coordenacao, comecaram desde 1900, e atualmente, diante da grande versatilidade
dos complexos metalicos, estes ganharam papel essencial nas indastrias
farmacéuticas, quimicas e agricolas (KUMAR; DHAR; SHAXENA, 2009).

Os complexos metalicos de magnésio com antioxidantes coordenados, tem
ganhado destaque nesta &rea por formarem complexos estaveis, baixa toxicidade e
solliveis no meio aquoso (OLIVEIRA, 2012). Estudos realizados comparando a
atividade antioxidante da queratina pura e do complexo queratina-magnésio
demonstraram que o complexo apresenta maior atividade antioxidante, que a
queratina livre. Isso sugere que os ions metélicos tenham alterado as propriedades
qguimicas da queratina, potencializando sua acdo antioxidante, visto que, esses ions
desempenham papel vital na estabilizagdo de radicais livres (GHOSH et al.,
2015).0s complexos Mg(Il) e Mn(Il)/Na(l) com acido isoferulico apresentaram maior
atividade antioxidante do que o ligante sozinho (KALINOWSKA et al.,, 2021) e
complexo de Mg(ll) contendo acido ferulico e 1,10-fenantrolina como quelantes
demonstrou efetividade para eliminar e neutraliza radicais DPPH", ABTS*, peroxil e
oxigénio singleto (MARCHI et al., 2024).

No presente estudo avaliamos os efeitos do complexo Mg-ferdlico na

mitigacéo dos efeitos do fipronil sobre o comportamento de peixes D. rerio. Uma das
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grandes vantagens em utilizar compostos metalicos de magnésio esta no fato deste
ndo atuar como pré-antioxidante, possui baixo custo de sintese, ndo apresentar

toxicidade e aumenta a biodisponibilidade do ferulico apés a coordenacéo.

2.5 Bisfenol como neuroindutor

O bisfenol € um composto quimico sintético, sendo uma das primeiras
substancias a se atrelar ao risco de atividade estrogénica ao interagir com 0s
receptores de estrogénio humano. Tem ganhado atencdo de muitos pesquisadores e
agéncias regulamentadoras devido possiveis genotoxicidade, carater alergénico e

estrogénico, além de sua grande producdo mundial (TAKAYANAGI et al., 2006).

Figura 5 - Estrutura quimica do Bisfenol A, composto orgénico sintético usado na producao de

diversos tipos de plasticos.

HsC CHs

HO OH

Fonte: Sigma-Aldrich, (2024).

Pertence a familia dos produtos quimicos conhecidos como desreguladores
(disruptores) endécrinos e amplamente utilizados na producdo de policarbonatos
plasticos e de resina epoxi, tornando-se uma das substancias de maior volume
produzido em todo o mundo. Seu carater de toxicidade reprodutiva é bem
reconhecido e, além disso, gera outros efeitos téxicos por diversas vias, com
destaque a inducao de estresse oxidativo, desregulando o nivel de radicais livres no
organismo e consequentemente causando danos aos 6rgdos vitais (FAHEEM;
LONE, 2018).

As propriedades estrogénicas do bisfenol estdo relacionadas a sua
capacidade de agir no sistema endocrino, como também de interferir no sistema
imunolégico e nervoso. O bisfenol tem associagdo com diversos disturbios

neuropsicolégicos e neurocomportamentais justificados pela sua caracteristica
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lipofilica e sua capacidade de atravessar barreiras hematoencefélicas. Um estudo
realizado em roedores demonstrou que a exposicdo do bisfenol ao sistema
reprodutor contribuiu para o desenvolvimento de transtornos neurocomportamentais
em descendentes dos ratos (KARLSGODT et al., 2008)

Estudos realizados por Mu e Gage (2011), comprovaram a acgao citotdéxica do
bisfenol em macréfagos. Verificou-se a capacidade de inducdo de diversos
processos intracelular, além da geracdo de ROS. Os resultados apontaram que o
efeito toxico do bisfenol atuava sobre a via oxidativa e apoptética mitocondrial ligada
ao estresse em macrofagos (MU et al., 2018).

Utilizando o Zebrafish como modelo animal, pesquisas demonstraram que
para 50% dos embrifes expostos ao bisfenol em uma dose de 5,25 mg/L ndo houve
eclosdo. O que ressalta a associacao entre este composto e disfuncdes enddcrinas
e reprodutivas (CHAN; CHAN, 2012). Em outro estudo, também em embriées de
Zebrafish, foram relatados distarbios no desenvolvimento cerebral em diferentes
estdgios e ainda o aumento da ocorréncia de doencas neurodegenerativas
(FONSECA, 2018).

2.6 Fipronil como neuroindutor

O fipronil (FIP) € um inseticida sisttmico que atua no sistema inibidor do
sistema nervoso. Liga-se aos receptores acido gama-aminobutirico (GABA) e aos
receptores de glutamato acoplados aos canais de cloreto, bloqueando os receptores
que atuam como inibidores, levando a excitacdo do sistema nervoso e a
hiperexcitacdo neuronal devido ao acumulo do neurotransmissor GABA nas junc¢fes
sinapticas. O estresse oxidativo induzido pelo Fipronil pode causar peroxidacdo
lipidica, que é o dano oxidativo as membranas celulares. Este processo resulta na
perda da integridade da membrana celular e pode levar a morte celular (SIMON-
DELSO et al., 2015). Como os receptores de glutamato sdo especificos dos insetos,
o fipronil possui toxidade seletiva para invertebrados em vez de mamiferos (WANG
et al., 2016). No entanto, o fipronil pode causar uma variedade de efeitos toxicos em
vertebrados néo-alvo (WANG et al., 2016).

As caracteristicas de solubilidade, o potencial de lixiviagéo e a persisténcia da
do fipronil representam um risco continuo e crescente para ambientes aquosos. Com
uma escala de utilizacdo cada vez maior sua deteccdo em aguas subterrédneas e

superficiais tem sido observada em todo o mundo (BONMATIN et al., 2015).
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Figura 6 - Estrutura quimica do Fipronil, inseticida de amplo espectro utilizado no controle de pragas,

tendo como nucleo Central um anel pirazol de cinco membros, com dois &tomos de nitrogénio.

o
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Fonte: Sigma-Aldrich, (2024).

O fipronil pode causar producéo de espécies reativas de oxigénio nas células,
0 que leva ao aumento dos niveis de peroxidacao lipidica e ao estresse oxidativo (KI
et al., 2012). O estresse oxidativo induzido pelo fipronil alterar o sistema de defesa
antioxidante e levar a danos as macromoléculas celulares, como lipidios, DNA e
proteinas. A morte celular ocorre por mecanismos apoptoticos ou necréticos apos
estresse oxidativo (WANG et al., 2016).

O estresse oxidativo induzido pelo fipronil pode ocasionar inflamacdo e
apoptose em tecidos do Zebrafish (WU et al., 2021). A exposicao de peixes-zebra
causou alteragbes significativas nas atividades da glutationa-S-transferaseno
cérebro, figado, musculo, quando o Zebrafish foi tratado com fipronil nas
concentracfes de 2, 4 e 20 pg/L por 24 h (MARGARIDO et al., 2013). Para essas
mesmas concentracdes também foi observado aumento da atividade da 7-
etoxicumarina O-desetilase (ECOD) no cérebro, branquias, figado e tecidos

musculares de maneira dependente da dose (WU et al., 2014).

2.7 Fluoxetina e Imipramina

A  fluoxetina (FLX), <cujo nome I[IUPAC é N-metil-3-fenil-3-[4-
(trifluorometil)fenoxijpropano-1-amina possui formula molecular C17H18FsNO (Figura
7) e peso molecular de 309,3 g/mol, a fluoxetina geralmente é encontrada na forma

7

de cloridrato de fluoxetina, que é um po cristalino branco a esbranquicado. O
cloridrato de fluoxetina € solivel em agua, com uma solubilidade que varia
dependendo do pH. E também solivel em metanol, ligeiramente soltvel em etanol e

praticamente insolivel em éter e cloroférmio. (WENTHUR et al., 2014).
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Figura 7 - Estrutura quimica da fluoxetina, antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da

recaptacéo de serotonina.
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Fonte: Lima et al., (2014).

A fluoxetina é um antidepressivo que atua na inibicdo da recaptacdo seletiva
de serotonina, assim aumentando a quantidade de serotonina na fenda sinaptica
(FONTANA et al., 2018). A serotonina € um neurotransmissor presente nos
mamiferos, mas também encontrada em peixes e de grande importancia para o
reino animal, pois é responsavel na regulacdo do estresse, modulando
comportamento de interagdo social, agressividade, alimentacdo e ansiedade
(FERREIRA, 2020). A fluoxetina aumenta os niveis de serotonina no cérebro do
Zebrafish, devido a inibicdo da recaptacdo desse neurotransmissor. Esse aumento
na disponibilidade de serotonina esta correlacionado com os efeitos ansioliticos e
antidepressivos observados (FONTANA et al., 2018, CORREIA et al., 2022).

Em Zebrafish, a fluoxetina reduz comportamentos de ansiedade e depresséo,
aumenta a atividade locomotora em doses terapéuticas, e promove neurogénese.
Ela também eleva os niveis de serotonina no cérebro e altera a expressao de genes
relacionados a neurotransmissao e neuroplasticidade (CORREIA et al., 2022). A
administracao aguda de fluoxetina n&o modificou o comportamento do Zebrafish de
evitar o ambiente claro, ao contrario do tratamento crénico que aumentou o tempo
despendido no compartimento claro na maior dose, sugerindo efeito ansiolitico do
farmaco (MAXIMINO et al., 2011).

A imipramina, cujo nome IUPAC é 3-(10,11-dihidro-5H-dibenzolb,flazepin-5-yl)-N,N-
dimetilpropano-1-amina possui férmula molecular Ci9H24N2 (Figura 8) e peso

molecular de 280.41 g mol-.
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Figura 8 - Estrutura quimica da imipramina, antidepressivo triciclico, constituida pelo sistema de trés
anéis condensados, dois anéis benzeno fundidos a um anel central com um &tomo de nitrogénio

(dibenzoazepina).

Fonte: adaptado de Sabin; Ferrdo; Furtado, (2004).

A imipramina é um antidepressivo triciclico amplamente utilizado no
tratamento de transtornos depressivos que age inibindo a recaptacdo de
noradrenalina (NA) e bloqueando o transporte de serotonina (5-HT) aumentando a
concentracdo de tais aminas na fenda sinaptica (NASCIMENTO, 2014). Além disso,
age como antagonistas competitivos dos receptores colinérgicos, histaminicos H1 e
adrenérgicos a1 e a2. A imipramina, quando testada em Zebrafish reduz
comportamentos de ansiedade e depressao, aumenta a atividade motora em doses
adequadas e melhora a resposta ao estresse, tornando 0S peixes menos
estressados (MAXIMINO et al., 2014).

A imipramina pode aumentar a atividade motora dos Zebrafish em doses
adequadas, mas doses altas podem causar hiperatividade ou sedacgao
(MAXIMINO et al.,, 2014). O medicamento também altera o0s niveis de
neurotransmissores como serotonina e norepinefrina no cérebro dos Zebrafish e
pode afetar a producédo de hormoénios do estresse, como o cortisol. A regulacéo do
cortisol € um indicador importante da resposta ao estresse e dos efeitos ansioliticos
do medicamento (ALSOP e VIJAYAN, 2008).
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2.8 Comportamento do Danio rerio

Comportamentos associados ao medo séo reacfes naturais de adaptacéo. O
Zebrafish responde a um estimulo liberando uma substéancia de alarme pelas células
epidérmicas apods lesdes fisicas na pele, e isso induz respostas comportamentais
especificas da espécie, incluindo movimentos erraticos bem como o aperto do
cardume (GERLAI; FERNANDES; PEREIRA, 2009).

O teste de preferéncia claro/escuro reflete o conflito do Zebrafish entre
permanecer em locais “seguros” — neste caso, 0 ambiente escuro, porque a
distribuicdo dorsal dos melanéforos no peixe tende a minimizar a refracao e reflexéo
da luz, reduzindo assim a visualizacdo dos predadores — versus um motivacao inata
para explorar novos ambientes. Em geral, o Zebrafish adulto mostra uma preferéncia
significativa pelo compartimento escuro e evita a luz (MAXIMINO et al., 2010). O
tempo no ambiente escuro indica 0 comportamento ansioso propriamente dito, a
primeira laténcia é uma medida de impulsividade para explorar novos ambientes e o
namero de cruzamentos € uma medida da atividade motora (MAGNO et al., 2015).

Diferentes abordagens podem ser utilizadas para avaliar a agressividade do
peixe, uma delas € o teste do espelho. Nesse teste a imagem do proprio animal é
refletida no espelho, como os peixes ndo reconhecem a prépria imagem no espelho
interpretam como sendo um predador, atacando-o. A aparéncia agressiva do animal
€ definida com a postura de suas nadadeiras com pequenos movimentos
ondulatérios e batidas com a nadadeira caudal, e também é marcado por nados
rapidos e tentativas de morder o espelho como uma forma de agressdo (GERLAI,
LAHAV, GUO, ROSENTHAL, 2000).

O Zebrafish vive preferencialmente em cardume com até 50 peixes (MUTO,
KAWAKAMI, 2013). Em laboratério, estes comportamentos podem ser estudados
através de protocolos experimentais que quantificam essa tendéncia especifica,
guando estes tém de escolher entre um compartimento com um cardume ou um
compartimento vazio. A maior permanéncia no quadrante do lado do aquario com 15
peixes indica interacdo social, ja a permanéncia no quadrante do aquario vazio
indica menor interacado (GERLAI, LAHAV, GUO, ROSENTHAL, 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Verificar através da avaliacdo comportamental a eficiéncia do complexo
metalico Mg-ferulico como inibidor do estresse oxidativo no peixe Zebrafish apos

inducao pelos indutores bisfenol e Fipronil.

3.2 Especificos

a) Avaliar a perda de reflexo de postura e paralisia do Zebrafish quando exposto aos
neuroindutores bisfenol e fipronil;

b) Verificar o comportamento de medo e ansiedade no teste de exposicdo ao
predador;

c) Observar a agressividade no teste do espelho;

d) Analisar o comportamento de ansiedade, medida de impulsividade e atividade

motora no teste de claro-escuro.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Criacdo dos peixes e tratamentos

Foram utilizados animais de 10 a 12 meses de idade (3,5 — 4,0 cm de
comprimento), na proporcdo de 50:50 (machos:fémeas). Os peixes foram
provenientes do Biotério do Centro Universitario Guanambi. Os animais foram
aclimatados em aqudrios retangulares de 25,0 L com temperatura de 28 + 0,5 °C e
com um ciclo claro/escuro de 14h/10h (Das 8:00 as 22h) por meio de controle
automatico de iluminacdo com timer, pH 7,0 e oxigénio dissolvido 7,5 mg O2/L, que
foram monitorados diariamente, e concentracdo de aménia (ideal = 0) que foi
monitorada uma vez por semana (GHOSH et al., 2015). Os peixes foram
alimentados durante todo experimento com racdo (JBL NOVO BITS) 2 vezes ao dia
e com artémia salina 2 vezes por semana. Todos 0s experimentos foram realizados
na sala de experimentagcdo animal do Centro Universitario Guanambi e o0s
procedimentos deste projeto foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UNIFG) do Centro Universitario Guanambi e aprovado por meio do
protocolo 01/2023.2.



29

O estudo foi conduzido com oito tratamentos com grupos de 10 peixes

tratados da seguinte maneira:

Figura 9 - Fluxograma do delineamento experimental.

Aclimatagio
» Aguérios retangulares de 25,0 L _ .
Selecdo dos Peixes: Origem * Temperatura: 28 £ 0,5°C NII‘HEI‘I[&GEO
. |dafje; 10a1z « Biotério do * Ciclo claro/escuro: 14h/10h *Ragiio JEL NOVO BITS: 2 vezes a0
meses —= Centro = epHTO0 . = dia
« Comprimento: 3,5 — Universitério + Oxigénio dissolvido: 7,5 mg 02/L - Artémia salina: 2 vezes por
4.0 cm, Guanambi. * Concentragiio de amdnia monitorada semana.
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Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos

Tratamentos Descricdo

BPA Peixes tratados com bisfenol (2, 10 e 25 mg/L) por 48horas.

CT Peixes controle mantidos em agua do biotério.

FL Peixes tratados com fluoxetina (6 mg/L) por 21 dias.

IM Peixes tratados imipramina (4 mg/L) por 15 minutos.

FIP Peixes tratados com fipronil (100 pg/L) durante 48 horas.

FIP1 Peixes tratados com fipronil (100 ug/L) durante 48 horas e posteriormente com
solucao de Mg-fertlico (15 mg/L) + &cido galico (30 mg/L) durante 24 horas.

FIP2 Peixes tratados com solucéo de Mg-ferdlico (15 mg/L) + &cido galico (30 mg/L)
durante 72 horas e posteriormente submetidos a aplicagéo de fipronil (100 ug/L)
por 48 horas.

FIP3 Peixes tratados com fipronil (100 pg/L) durante 48 horas e posteriormente com

solucéo de Mg-ferdlico (15 mg/L) durante 24 horas.

Fonte: autor, 2024.
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A imersdo em agua € um método efetivo de administracdo de medicamentos
em peixes-zebra (MAGNO et al.,, 2015). Portanto a administracdo das drogas foi
realizada por imersdo em um béquer de 200 mL por tempos especificos, todas as
solucBes foram preparadas com agua do biotério.

Os experimentos foram realizados durante periodos de 72, 96 e 144 horas, e
prolongada até 21 dias no tratamento com fluoxetina (FL) (KIKUZAKI et al., 2002).
No tratamento com FL, os peixes foram submetidos a dosagem de 6 mg/L
(FERREIRA, 2020), em constante oxigenacdo, diariamente, durante uma hora a
partir das 8:30 horas durante 21 dias. A solugéo foi reposta todos os dias. Os peixes
também foras expostos a fluoxetina por uma hora antes do teste de tanque novo no
22° dia, no qual ocorreu os testes comportamentais. Um grupo de peixes também foi
exposto a imipramina (6 mg/L) por 15 minutos e posteriormente avaliados em testes
comportamentais. No entanto, como o0 estudo avaliou efeitos cronicos dos
compostos, apenas os resultados da aplicacdo de fluoxetina foram utilizados para
comparacao com os demais tratamentos.

No tratamento BPA um grupo de 10 peixes foram submetidos a imersdo em
um béquer de 200 mL com a solucdo de bisfenol (2, 10 e 25 mg/L) durante 48 horas
em constante oxigenacao. Apos este periodo, os animais foram colocados em um
aguario com agua do biotério sem nenhuma solucéo por 24 horas, e assim realizado
0s testes comportamentais.

No tratamento com o FIP um grupo de 10 peixes foram submetidos a imersao
em um béquer de 200 mL com a solucéo de fipronil100 pg/L durante 48 horas em
constante oxigenacdo. ApGs este periodo os animais foram colocados em um
aguario com agua do biotério sem nenhuma solucéo por 24 horas, e assim realizado
0s testes comportamentais.

Nos tratamentos FIP1, 2 e 3 o efeito protetivo do Mg-ferdlico foi investigado.
No tratamento FIP1, um grupo de 10 peixes foi submetido a imersdo em um béquer
de 200 mL com a solucdo de fipronil 100pg/L durante 48 horas em constante
oxigenacao. Apos este periodo os animais foram expostos a solugdo de Mg-ferulico
(15 mg/L) + &cido galico (30 mg/L) durante 24 horas, em seguida mantidos em um
aquario com agua do biotério por 24 horas e assim realizados os testes
comportamentais.

No experimento FIP2, o efeito protetivo do Mg-ferulico foi investigado por
meio da imersdo de 10 peixes em um béquer de 200 mL, com solu¢cdo de Mg-
fertlico (15 mg/L) + acido galico (30 mg/L) durante 72 horas e posteriormente
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submetidos a aplicacéo de fipronil (100 pg/L) por 48 horas, em seguida mantidos em
um aquario com agua do biotério por 24 horas e assim realizados os testes
comportamentais.

No tratamento FIP3, 10 peixes foram submetidos a imersdo em um béquer de

200 mL com a solugdo de fipronil 100 pg/L durante 48 horas em constante
oxigenacao. Apos este periodo os animais foram expostos a solugdo de Mg-ferulico
(15 mg/L durante 24 horas, em seguida mantidos em um aquario com agua do
biotério por 24 horas, seguido de realizacao dos testes comportamentais.
Apéds imediata realizacdo dos experimentos comportamentais todos os peixes foram
expostos ao anestésico Benzocaina (Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate) via
imersdo até cessar os movimentos operculares e posteriormente congelados para
realizacdo de estudos enzimaticos.

A concentracdo de fluoxetina (6 mg/L) utilizada no estudo foi baseada em
estudos de Magno et al. (2015). Para o fipronil foi utilizada uma concentracéo
considerada subletal (100 pg/L), capaz de causar os efeitos de estresse oxidativo
esperados sem causar morte dos animais. A determinacdo da concentracdo a ser
utilizada foi baseada em estudos anteriores (WU et al.,, 2014, 2021) e testada
previamente em laboratorio.

O complexo metélico Mg-ferdlico foi sintetizado e caracterizado no Laboratorio
de Fotoquimica e Bioinorganica da Universidade Federal de Sdo Carlos LaFIB-
Ufscar. Foram realizados testes de dosagem em um modelo animal para avaliar a
eficacia da droga em diferentes concentracfes. Devido a limitacdo na quantidade da
droga sintetizada, a dosagem maxima foi 15 mg/L, com o objetivo de maximizar a

probabilidade de observar efeitos terapéuticos.

4.2 Analise comportamental
4.2.1Exposicdo ao predador

No teste de exposi¢cdo ao predador, o Zebrafish foi colocado individualmente
em um aquario de dimensdes (50 cm x 25 cm x 30 cm, comprimento X largura X
altura) com uma coluna de agua de 15 cm com uma temperatura a 28 + 0,5 °C, em
contato visual com uma imagem animada (em movimento) do predador ocasionando
respostas comportamentais, que foram monitoradas por videos por 10 minutos e
analisados pelo programa ToxTrac (Figura 10). Posteriormente foi avaliada a

posicdo do peixe em seu aquario, distancia em relagcdo ao seu predador e a
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atividade natatoria, respostas consideradas indicativas em relacdo ao medo
(GERLAI, FERNANDES, PEREIRA, 2009). Ap6s cada experimento 50% da &gua foi

renovada.

Figura 10 - Teste de exposicdo ao predador.

Fonte: autor , 2024.

4.2.2 Agressividade (teste do espelho)

No teste de agressividade os peixes foram avaliados individualmente em
aguario com as dimensdes (50 cm x 25 cm x 30 cm, comprimento x largura x altura)
e um espelho colocado ao fundo com um &ngulo de 22,5° (Figura 11). A imagem do
proprio animal foi refletida no espelho, e o seu posicionamento e postura em relagcédo
a imagem foram avaliados como parametros de agressividade durante 5 minutos
(GERLAI, LAHAV, GUO, ROSENTHAL, 2000). A aparéncia agressiva do animal foi
avaliada quanto a postura de suas nadadeiras com pequenos movimentos
ondulatérios, batidas com a nadadeira caudal, nados rapidos e tentativas de morder
o espelho como uma forma de agressao. O término da agressao foi determinado
guando os animais pararam de investir contra a imagem do adversario (GERLAI,
LAHAV, GUO, ROSENTHAL, 2000).

Figura 11 - llustracdo do modelo esquematico do aparato comportamental utilizado no teste de

agressividade induzida por espelho.

Fonte: Siebel et al., (2015).
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4.2.3 Teste de claro-escuro

O teste de claro-escuro foi realizado de acordo com a metodologia proposta
por Stewart et al. (2011) e Riehl et al. (2011), com algumas modificagdes. O aparato
experimental consistiu em um aquério com as seguintes dimensées (75 cm x 25 cm
x 40 cm, comprimento x largura x altura), dividido igualmente em trés
compartimentos de 25 cm, um branco (claro) e outro com uma plotagem escura de
15% e outro com uma plotagem preta de 100% (escuro), com uma area central (5
cm) delimitada por portas corredicas dando acesso aos compartimentos claro e
escuro (Figura 12). O peixe € deixado no compartimento de 15% escuro para
explorar todo o aparato por 5 minutos.

Foram analisados 0s seguintes parametros: o tempo em que o animal
permaneceu em cada compartimento, laténcia para explorar o lado oposto a primeira

escolha e o nUmero de alternancias ou cruzamentos.

Figura 12 - Esquema do aquario de acrilico fosco, com a metade clara e outra escura, com

portas deslizaveis no centro.

Fonte: adaptado de Chaves et al., (2018).

4.2.4 Interacédo social

A interacdo social foi avaliada em um aquario com as seguintes dimensdes
(122 cm x 55 cm x 32 cm, comprimento x largura x altura), dividido igualmente em
trés compartimentos de dois 21 cm e um de 80 cm (Figura 13) (STEWART et al.,
2014). No aquario central foi adicionado o peixe em estudo, de um lado foi colocado
15 peixes e do outro lado o aquario ficara vazio. A maior permanéncia no quadrante
do lado do aquéario com 15 peixes indica interacdo social, ja& a permanéncia no

quadrante do aquario vazio indica menor interacdo (GERLAI et al., 2000).
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Figura 13. Teste de interacéo social.

Fonte: adaptado de Siebel et al., (2015).

4.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via e as médias comparadas
teste pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls). O nivel de significancia foi

estabelecido para 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos tratamentos com bisfenol, com exposi¢do dos peixes a 2, 10 e 25 mg/L,
ndo foram observadas diferencas significativas de comportamento quando
comparados ao grupo controle. Isso pode estar relacionado especialmente ao tempo
que o bisfenol A (BPA) leva para se bioacumular em peixes, o qual depende de
varios fatores, incluindo a concentracdo de BPA no ambiente, a espécie de peixe, a
dieta dos peixes e as condi¢cdes ambientais (LIU et al., 2023).

Em geral, o processo de bioacumulagcdo pode ocorrer ao longo de dias,
semanas ou até meses (ESER et al., 2022) e baixas concentragbes podem ser
biodegradadas ou metabolizadas pelos peixes (CANESI e FABBRI, 2015). Por esse
motivo, optamos pelo o uso do inseticida fipronil como agente indutor, pois esse
composto resultou em alteragbes comportamentais significativas e duradouras nos
peixes (WU et al., 2021).

No estudo com utilizacao do fipronil houve efeito significativo dos tratamentos
para laténcia, numero de cruzamentos, niumero de episédios de agressividade,
tempo de episodios de agressividade, interacdo social e velocidade média (Tabela
2). Nao houve efeito significativo para o tempo do lado escuro, tempo de

proximidade ao predador (Tabela 2, Figura 12A, Figura 16B).
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Tabela 2 - Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagcao (CV) para as caracteristicas
tempo do lado escuro (TLE), laténcia (LAT), nimero de cruzamentos (NC), nimero de episddios de
agressividade (NEA), tempo de episédios de agressividade (TEA), interacdo social (IS), velocidade

média (VM) e tempo de proximidade ao predador (TPP) em funcéo de diferentes tratamentos (TRAT)

em estudo com fipronil.

Fonte de Quadrado médio

variagdo GL TLE LAT NC NEA TEA IS VM TPP
TRAT 5 73691,6" 7623,4" 32" 39,1” 8416,7" 164183,1" 3399,4" 13961,6"
Erro 48 44791,41 218514 251 557 1392,77 15353,25 814,17 9590,82
CV (%) 93,61 141,65 83,1 63,75 79,88 41,60 47,32 37,63

GL.: graus de liberdade," néo significativo, *significativo (p< 0,05) ** (p < 0,01), de acordo com teste F.

Coeficiente de variacdo (CV), tempo do lado escuro (TLE), laténcia (LAT), nimero de cruzamentos
(NC), nimero de episédios de agressividade (NEA), tempo de episédios de agressividade (TEA),
interacao social (IS), velocidade média (VM) e tempo de proximidade ao predador (TPP) em funcao
de diferentes tratamentos (TRAT) em estudo com fipronil.

O Zebrafish adulto tende a passar mais tempo na area escura, que representa
um ambiente mais seguro, pois distribuicdo dorsal dos melan6foros no peixe tende a
minimizar a refracdo e reflexdo da luz, reduzindo assim a visualizacdo por
predadores (ROBEA et al., 2023). Neste estudo o tempo do lado escuro néo diferiu
entre os peixes controle e dos tratamentos com aplicacdo de fluoxetina, fipronil e
fipronil + Mg-feralico (Figura 14A). Verificar o tamanho do proximo paragrafo

No entanto, a exposicdo ao fipronil altera o comportamento de preferéncia
natural pelo ambiente escuro do peixe. O comportamento de evitar o escuro, é
indicativo de ansiedade, podendo ser explicado pelo bloqueio da sinalizacdo do
neurotransmissor GABA mediado por fipronil (EADIE et al., 2020). Larvas de Danio
rerio expostas a concentragao de fipronil de 200 ug/L apresentaram menor nimero
de visitas a zona escura e passaram menos tempo na zona escura em comparacao
com os controles (EADIE et al., 2020). Estudos realizados com Danio rerio adultos
expostos a concentracdo de fipronil de 20 pg/L também ndo demonstraram
preferéncia natural pelo ambiente escuro (CUENCA et al., 2022).

A laténcia foi maior em peixes com aplicacdo de fluoxetina do que os do
tratamento controle (Figura 14B). A fluoxetina € um inibidor seletivo da recaptacéo
da serotonina (ISRS), utilizado para o tratamento cronico de disturbios psicologicos
como depresséao e ansiedade (WENTHUR et al., 2014).

Embrides de Zebrafish expostos 2,9 nM de fluoxetina apresentam reducao na
resposta ao estresse evidenciada pela menor locomocdo (ZINDLER et al., 2020).
Em peixes adultos a fluoxetina (4 mg/L) aumentou o tempo de permanéncia no

escuro e o tempo da primeira laténcia e diminuiram o numero de cruzamentos ente
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as zonas claro/escuro, indicando um efeito de comportamento tipo ansiogénico que

resulta em menor locomogéo (MAGNO et al., 2015).

Figura 14 - Tempo do lado escuro (A) e laténcia (B) de peixes Danio rerio em funcao dos tratamentos
controle (CT), aplicacdes de fluoxetina (FL), fipronil (100 ug/L) (FIP), fipronil (100 pg/L) e
posteriormente Mg-ferulico + acido galico (FIP1), Mg-feralico + acido galico e posteriormente fipronil
(FIP2), fipronil e posteriormente Mg-ferulico (FIP3). * Médias diferem do controle (CT) de acordo com
teste t (p < 0,05).
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Para os tratamentos com fluoxetina, fipronil e fipronil + Mg ferulico e acido
galico foi possivel verificar uma reducdo no nimero de cruzamentos comparado ao
controle (Figura 15A). A reducdo no numero de cruzamentos ou alternancia entre
lado claro e escuro nos tratamentos com aplicacdo de fipronil evidencia seu efeito
negativo na atividade motora dos peixes. O que pode ser relacionado pelo bloqueio
da sinalizacdo GABAérgica mediado por fipronil no sistema nervoso central (EADIE
et al., 2020) ou diminuicdo na concentracdo de neurotransmissores excitatorios em
relacdo aos inibitérios (WANG et al., 2016).

A exposicdo de peixes-zebra adultos a mistura de fipronil (150 pg/L),
piraclostrobina (15 pg/L) e metiltiofanato (135 pg/L) também resultou na redugdo no
namero de cruzamentos entre as diferentes zonas do aquario (BEVILAQUA et al.,
2020). Por outro lado, a exposi¢cédo a baixas doses de fipronil (9 e 18 pg/L) podem
resultar em maior numero de cruzamentos (CHAULET et al., 2019).

A taxa de sobrevivéncia do Zebrafish no ambiente depende do vinculo social
na formacédo do cardume. Em condicbes normais, os individuos sdo atraidos por
estimulos sociais provenientes de individuos do mesmo grupo, formando um
cardume (ROBEA et al., 2020). No entanto, o estresse oxidativo e a alteracdo no
sistema serotoninérgico levam a alteragcbes no comportamento social do Zebrafish

(ATTARAN et al., 2020). Neste estudo, a interacao social dos peixes foi menor em
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todos os tratamentos com aplicacdo de fipronil, associado ou n&do aplicacdo do
composto metalico antioxidante Mg-ferdlico e &cido galico livre, ou apenas Mg-
fertlico (Figura 15B). No entanto nos tratamentos com aplicacdo de Mg ferulico
(FIP1, 2 e 3) a interacéo social foi 197% maior que no tratamento com fipronil (FIP),
0 que possivelmente esta relacionado a atividade antioxidante deste composto. Em
peixes-zebra juvenis expostos a mistura dos inseticidas fipronil e piriproxifeno (600
pug/L) o tratamento com vitamina C atenuou seu efeito negativo sobre o
comportamento social dos peixes devido a sua atividade antioxidante que reduziu o
estresse oxidativo nos peixes (ROBEA et al., 2020). Um efeito similar pode ser
relacionado a aplicagdo do Mg-ferdlico, este composto possui um atomo de
magnésio e fendlico simples o que confere elevada capacidade antioxidante e
mitigacdo dos efeitos do fipronil.

Peixes expostos a fluoxetina apresentaram menor nimero de cruzamentos
comparado ao controle e a interagdo social nao diferiu em relacéo a peixes controle.
Corroborando com esses resultados, a exposicao de peixes a 10 pg/L de fluoxetina
nao influenciou o comportamento exploratério e social. Porém, foram observadas
diminuicdo da atividade locomotora dos peixes (CORREIA et al., 2022), o que se
deve aos efeitos da fluoxetina na recaptacdo da serotonina, que por sua vez tem a
capacidade de modular varios comportamentos, como o de locomoc¢édo (FERREIRA,
2020).

Figura 15 - Nimero de cruzamentos (A) e interacdo social (B) de peixes Danio rerio em
funcéo dos tratamentos controle (CT), aplicagfes de fluoxetina (FL), fipronil (100 pg/L) (FIP), fipronil
(100 pg/L) e posteriormente Mg-ferdlico + acido galico (FIP1), Mg-ferulico + acido galico e
posteriormente fipronil (FIP2), fipronil e posteriormente Mg-ferulico (FIP3).* Médias diferem do

controle (CT) de acordo com teste t (p < 0,05).
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A velocidade média dos peixes € menor com aplicacdo de fipronil (FIP) e a

aplicacdo de Mg-ferdlico antes ou apds a exposicdo mitiga seus efeitos, com
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resultados similares ao controle nos tratamentos FIP1, 2 e 3 (Figura 16A). Nos
tratamentos com aplicacdo de Mg-ferulico (FIP1, 2 e 3) a velocidade média dos
peixes foi 137,81% superior ao tratamento com fipronil (FIP).

A reducédo da velocidade média dos peixes no tratamento FIP é explicada pelo
fato do fipronil afetar os sistemas sensoriais e motores do Zebrafish e ocasionar
danos nas células ciliadas das linhas laterais e no tecido cerebral (WU et al., 2021).
A reducdo na velocidade em funcdo da exposicdo ao fipronil também pode ser
relacionado ao seu efeito negativo sobre a acetilcolinesterase (AChE), que resulta
em mudancas no comportamento de natacao (TILTON et al., 2011; MOREIRA et al.,
2021). Avaliando o efeito da exposicao ao fipronil nas concentragbes de 100 e 500
pg/L Wu et al. (2021) verificaram reducédo da velocidade e distancia da trajetoria de
natacdo do Zebrafish adulto. Reducdo na locomocao também foi observada em
peixes-zebra expostos a mistura de fipronil (150 pg/L) e fungicidas piraclostrobina e
metiltiofanato (BEVILAQUA et al., 2020).

O tempo de proximidade ao predador ndo diferiu entre os tratamentos e o
controle (Figura 16B). Evidenciado que os tratamentos ndo influenciaram na

capacidade dos peixes de reconhecer o perigo.

Figura 16 - Velocidade média (A) e tempo de proximidade ao predador (B) de peixes Danio rerio em
funcédo dos tratamentos controle (CT), aplica¢des de fluoxetina (FL), fipronil (100 pg/L) (FIP), fipronil
(100 pg/L) e posteriormente Mg-ferdlico + &cido gélico (FIP1), Mg-ferdlico + &cido gélico e
posteriormente fipronil (FIP2), fipronil e posteriormente Mg-ferulico (FIP3). * Médias diferem do

controle (CT) de acordo com teste t (p < 0,05).
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O numero de episodios de agressividade nos tratamentos FIP, FIP1 e FIP2,
com aplicacéo de fipronil e fipronil + Mg-ferdlico + &cido galico foi menor que no

controle (Figura 17A). O tempo de episddios de agressividade foi menor que o



39

controle nos tratamentos com aplicagcéo de fluoxetina e naqueles com aplicacao de
fipronil (FIP) e fipronil + Mg-ferulico + &cido galico (FIP1 e FIP2) (Figura 17B).

As reacOes antipredatérias sao imprescindiveis para garantir a sobrevivéncia
das espécies (KELLEY; MAGURRAN, 2003). Embora os tratamentos com fipronil
nao tenham influenciado no reconhecimento do perigo, evidenciado pelo tempo de
proximidade ao predador, as reacOes de agressividade foram menores nos
tratamentos FIP, FIP1 e FIP2 comparado ao controle, com reducdo mais acentuada
sob exposicdo apenas de fipronil (FIP). Em estudos conduzidos por Pompermaier et
al., (2022) a exposicdo ao herbicida glifosato (4,8 ug/L) também prejudicou a
capacidade de reacédo de peixes-zebra ao predador, demonstrando que 0s peixes
nao reconheceram o risco e Ndo conseguiram reagir ao estimulo predatorio.

Nos tratamentos onde os peixes foram tratados com o Mg-ferulico (FIP1, 2 e
3) 0 nimero e o tempo médio de episddios de agressividade foram superiores
(658,25 e 1546,64 %) ao tratamento com aplicacdo apenas de fipronil (FIP),

evidenciando a atenuacao dos efeitos do fipronil sobre essas caracteristicas.

Figura 17 - Numero de episédios de agressividade (A) e tempo de episodios de agressividade (B) de
peixes Danio rerio em fungdo dos tratamentos controle (CT), aplicagcfes de fluoxetina (FL), fipronil
(100 pg/L) (FIP), fipronil (100 ug/L) e posteriormente Mg-ferulico + acido galico (FIP1), Mg-ferdlico +
acido galico e posteriormente fipronil (FIP2), fipronil e posteriormente Mg-ferulico (FIP3). * Médias

diferem do controle (CT) de acordo com teste t(p < 0,05).
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O fipronil altera o comportamento locomotor de peixes-zebra, o que pode
afetar atividades no ambiente natural, como fuga e predacdo (CUENCA et al., 2022).
Alteragbes comportamentais observadas em peixes D. rerio adultos sdo resultados
de estresse oxidativo, inflamacéo e apoptose (WU et al., 2021). Desta forma a

mitigacdo dos efeitos do fipronil nos tratamentos com aplicagdo de Mg-feralico (FIP1,
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2 e 3) sobre as caracteristicas interagdo social, velocidade média e agressividade
podem ser explicados por sua atividade antioxidante.

6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A aplicacdo de fipronil a 100 pg/L resultou em reducdo no numero de
cruzamentos, interacdo social, velocidade média e no numero e duragdo de
episodios de agressividade nos peixes Danio rerio adultos. A aplicagdo de Mg-
ferulico antes ou apos a aplicacdo de fipronil atenua seus efeitos nocivos sobre as
caracteristicas comportamentais de interacdo social, velocidade média e
agressividade de peixes Danio rerio.

O estudo evidencia contribuicdes do Mg-ferulico na atenuacéo dos efeitos do

fipronil sobre o comportamento de peixes-zebra, o que se deve a sua atividade
antioxidante. Para melhor compreensao dos mecanismos de protecao celular deste
composto serdo necessarios estudos que analisem alteracdes bioquimicas e
enzimaticas.
Os experimentos bioguimicos pa investigar a ecotoxicidade do Mg-ferulico usando o
cérebro do Zebrafish serdo realizados pela pesquisadora lIzionete Guiloski no
Instituto de Pesquisas Pelé Pequeno Principe Toxicologia de Contaminantes
Emergentes Curitiba, Parand, Brasil.

Quanto a atividade do bisfenol, sdo necessarios mais estudos de longo prazo
para investigar seu impacto no estresse oxidativo, assim como o tempo necessario

para que essa agdo ocorra.
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