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1 Introducéo

O peixe-zebra (Danio rerio) € um organismo modelo amplamente utilizado em diversas
areas de estudo, incluindo a ecotoxicologia, afim de avaliar a toxicidade de diferentes
compostos em organismos nao-alvo (Tamagno et al., 2023; Fortuna et al., 2024). Além disso,
compartilha uma variedade de genes com outros vertebrados, possuindo 70% do genoma
semelhante ao dos humanos (Howe et al., 2013), tornando-o um excelente modelo para estudos
translacionais. A fase embrionaria do peixe-zebra é particularmente interessante, pois permite
compreender se as exposi¢fes durante o periodo de organogénese sdo capazes de alterar o
desenvolvimento e comprometer funcgdes essenciais da vida do animal.

Nessa linha, o peixe-zebra vem sendo muito utilizado para estudos com pesticidas, pois
é inevitavel a sua presenca nos recursos hidricos, tendo em vista as formas de aplicagdo, que
em alguns casos inclusive é diretamente na agua (Kuehne; Heimer, 2023). Além disso,
reforcando esse contexto, o Brasil € lider no mercado mundial de agrotdxicos e relatorios
recentes do IBAMA mostram que entre os agrotoxicos mais utilizados estdo os herbicidas
(IBAMA, 2024), o que torna crucial a investigacdo dos efeitos dessas substancias sobre os
organismos ndo-alvo. Dentre os agrotdxicos mais utilizados no pais esta o diquat, que é um
herbicida ndo seletivo, frequentemente usado como alternativa ao Paraquat apds seu banimento
no Brasil em 2021.

Com base nisso, a presenca dos agrotoxicos em corpos d’agua ¢ uma realidade (Brovini
et al., 2023), mas existem valores de referéncia que apontam limites maximos para 0 consumo
humano. No Brasil ainda ndo existem valores maximos para a presenca do diquat na agua

potavel (Ministério da Saude, 2021), portanto, tomamos por base os valores dos EUA, onde é
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permitido 20 pg/L de diquat para a agua do consumo humano (EPA, 2023).

2 Objetivos
Avaliar se a contaminacdo da agua com o agrotoxico diquat altera a sobrevivéncia e 0

desenvolvimento inicial do peixe-zebra.

3 Metodologia
3.1 Obtencéao dos embribes

Para a reproducéo, peixes-zebra saudaveis (com idade entre 3 e 18 meses), mantidos no
Laboratdrio de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal da Fronteira Sul, foram
utilizados como reprodutores. Na tarde anterior a obtencdo dos ovos, 0s casais reprodutores
foram separados e colocados em bacias especificas para reproducdo, com fundo de tela para
evitar a predacéo de ovos. Na manha seguinte, 1 hora ap6s o acendimento das luzes, os embrides
foram coletados por sifonagem e lavados com meio E3 (agua de osmose reversa + 60 mg/L
Ocean Tech Bio Active®, Hong Kong, China) para remocéo de detritos e fezes. Os embrides
foram lavados, selecionados e mantidos em placas de cultura de células de 24 pocos (3
mL/poco), com 10 embrides por poco, e incubados em banho-maria a 28°C até 7 dias pos-
fertilizag&o (dpf).
3.2 Agrotoxico e concentracdo testada

A concentracdo de diquat selecionada para este estudo é permitida para consumo
humano nos EUA (20 pg/L; EPA, 2023). Para a exposi¢ao nés utilizamos um produto comercial
que contém 200 g/L de diquat e 970 g/L de outros ingredientes em sua formulagdo. Os embribes
foram expostos durante o periodo de organogénese (3-120h; Pompermaier et al., 2022).
3.3 Avaliagdo da sobrevivéncia e desenvolvimento inicial

Para avaliar a sobrevivéncia, 180 embrides e larvas foram examinados todas as manhas
até o 7° dia de vida. Embribes sem transparéncia, apresentando coagulacdo, auséncia de
formagdo celular ou auséncia de batimento cardiaco e circulagdo sanguinea foram considerados
mortos e removidos.
3.3.1 Movimento espontaneo e Frequéncia cardiaca

Aos 24 hpf, os embribes apresentam movimentos espontaneos (MS) ainda dentro do
corion, os quais foram registrados por 60 s em 20 embrides por grupo usando um
estereomicroscopio (Olympus SZ51). Em 72 hpf, nos realizamos a contagem da frequéncia
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cardiaca de 20 larvas por 60 s usando um microscépio bioldgico binocular (Olympus CX21FS1).
3.4 Andlise dos dados

Os dados de sobrevivéncia foram analisados pelo método de Kaplan-Meier. A
movimentacdo espontanea e a frequéncia cardiaca foram comparadas utilizando o teste t de
Student para amostras independentes, seguido pelo teste de Mann-Whitney (para dados néo
paramétricos). Todas as comparac¢des foram realizadas em rela¢do ao grupo controle. O nivel

de significancia (o) adotado foi de 0,05.

3.5 Declarac0es éticas

Este estudo estd em conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul, Erechim, RS, Brasil (Protocolo
7408041024).

4 Resultados e Discusséo

A exposicao ao diguat prejudicou a sobrevivéncia dos animais (x2 = 8,871; p = 0,0029;
Figura 1A), aumentou 0s movimentos espontaneos (U = 115.5; p = 0,0206; Figura 1B), mas
ndo afetou a frequéncia cardiaca (U = 129.5; p = 0,0545; Figura 1C).

De fato, aqui n6s mostramos que uma concentracdo permitida para 0 consumo humano
(20 pg/L) prejudicou a sobrevivéncia dos animais e 0s movimentos espontaneos. Alteracdes
nas taxas de sobrevivéncia indicam que a presenca do diquat na agua pode reduzir as populacbes
de peixes em ambientes contaminados e em casos graves levar a prejuizos nas cadeias troficas,
impactando o equilibrio entre as espécies.

A exposicdo ao diquat também aumentou 0s movimentos espontaneos, que Ssdo
induzidos pelo desenvolvimento dos neurdnios motores primarios e ocorrem sem controle do
sistema nervoso central em estagios iniciais do desenvolvimento (Kimmel et al., 1995). Como
essa andlise é realizada as 24 horas pos-fertilizacdo os animais ainda estdo dentro do cdrion,
demonstrando que o diquat penetrou essa barreira protetora semipermeavel. A capacidade dos
compostos de atravessar 0 corion e interromper 0s processos neuromotores durante os estagios
iniciais do desenvolvimento reforca o potencial disruptivo dos xenobidticos.

Nesse estudo ndo foram observadas alteracGes na frequéncia cardiaca das larvas, no
entanto, ndo descartamos eventuais efeitos sobre esse pardmetro em outras concentracdes e

tempos de exposicdo. Por fim, ressaltamos que a concentragdo de 20 pg/L é considerada 'segura’
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para consumo humano (EPA, 2023), ou seja, pode estar presente nos corpos d’agua e como
vimos aqui, pode impactar diretamente na vida e no desenvolvimento dos organismos néo-alvo.
Nosso estudo deixa um alerta sobre os valores utilizados como referéncia e da importancia da

investigacdo sobre diferentes nichos ecoldgicos para determinar a seguranca sobre as espécies.
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Figura 1. (A) Curva de sobrevivéncia, (B) movimentos espontaneos (ME) e (C) frequéncia cardiaca (FC) de
embrides e larvas de peixe-zebra expostos ao herbicida diquat. A sobrevivéncia foi avaliada pela analise de Kaplan-
Meier. Os ME e FC foram comparados utilizando teste t de Student para amostras independentes, seguido pelo
teste post hoc de Mann-Whitney (*p < 0,05; **p < 0,01).

5 Concluséo

Aqui nds mostramos que mesmo em niveis regulamentados, a exposi¢do ao diquat
compromete a sobrevivéncia e a movimentacao espontanea, mas ndo afeta a frequéncia cardiaca
dos embrides e larvas de peixe-zebra. Esses achados reforcam a importancia de investigaces
acerca da toxicidade para organismos ndo-alvo mesmo em concentracfes consideradas seguras

e permitidas por lei.
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