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RESUMO

_EFEITOS DE FOF’\’MULACC)ES CONTENDO CLOMAZONE® SOBRE
PARAMETROS BIOQUIMICOS, CITOGENETICOS E COMPORTAMENTAIS EM
PEIXE-ZEBRA (DANIO RERIO).

AUTOR: Taisson Kroth Thomé da Cruz
ORIENTADORA: Prof.2. Dr2. Vania Lucia Loro

Maior consumidor de agrotoxicos do mundo desde 2009, o Brasil, consumiu cerca de 84% dos
agrotoxicos vendidos na América Latina. O aumento do consumo, bem como a reducdo de matas
ciliares, junto com o uso indiscriminado, pode acarretar a contaminacgao do solo, das aguas e de
seres ndo alvos desses agrotoxicos. O Clomazone®, pertence a classe dos herbicidas, utilizado
como controle de pragas pré-emergentes. O uso exacerbado de agrotdxicos, pode causar um
desequilibrio na producéo de espécies reativas, podendo desencadear uma série de problemas,
entre eles, alteracGes comportamentais, danos oxidativos e enzimaticos, bem como dano ao DNA
e a0 RNA. Neste sentido, pesquisas dos efeitos desse pesticida utilizando modelos alternativos
como o peixe-zebra, sdo de extrema relevancia em meio cientifico, tendo em vista que esse
trabalho é, até entdo, pioneiro na relacio peixe-zebra adulto versus Clomazone®/Gamit360CS®.
Para avaliar os potenciais riscos toxicoldgicos do Clomazone® e do Gamit360CS®, os animais
foram expostos a cinco diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 2,5; 5,0 € 10,0 mg/L™%), por um periodo
de 96h, alem do grupo controle que ndo foi exposto. Para a analise de micronucleo, foi utilizado
tecido sanguineo, com a técnica de esfregago, as analises comportamentais, os animais foram
acondicionados individualmente no aparato claro-escuro, onde foram observados os seguintes
pardmetros comportamentais: laténcia entre as areas, tempo na parte escura, transi¢oes entre as
areas do aparato e avaliagdo de risco. Foi observado diminui¢éo nos niveis de AChE no tecido
encefalico, em tecido. Nos niveis de GST, em tecido encefalico e branquial houve aumento dos
niveis, em tecido muscular a GST apresentou resultados desuniforme. Quanto os danos
oxidativos, a peroxidacgdo lipidica, em tecido cerebral houve um aumento, ja em tecido branquial
houve um aumento significativo principalmente quando expostos em 10,0 mg/L™, em tecido
muscular ndo houve diferenga significativa nos resultados. Ja os niveis de tidis ndo proteicos,
ndo foi observado diferenca nos resultados em todos os tecidos examinados. Os testes
comportamentais apresentaram resultados de comportamento tipo ansiedade, pois ouve aumento
na laténcia entre as areas do aparato, houve um aumento da escototaxia de dois grupos expostos
ao herbicida, bem como o aumento da exploracdo de risco em um grupo exposto. Os testes de
genotoxicidade para micronucleo mostrou-se dentro da normalidade para micronucleo, porém
diversas anomalias nucleares do tipo Cariorrexe, indicando uma alta genotoxicidade do
Gamit360CS®. Podemos concluir, que, tanto Clomazone® como Gamit360CS®, apresentam
niveis toxicidade. Dessa forma, o objetivo dessa dissertacdo foi verificar a toxicidade e
genotoxidade do herbicida Clomazone® e Gamit360CS®, utilizando como organismo
experimental o peixe-zebra. Para isso foi analisando dados comportamentais, atividade
antioxidante de moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas, e, danos lipidicos.

Palavras-chaves: Dano  Oxidativo;  Micronlcleo;  Pardmetros ~ Comportamentais;
Genotoxicidade.



ASTRACT

FORMULATIONS EFFECTS WITH CLOMAZONE ON BIOCHEMICAL,
CYTOGENETICS STANDARD AND BEHAVIOR PARAMETERS IN ZEBRA FISH
(DANIO RERIO)

AUTHOR: Taisson Kroth Thomé da Cruz
ADVISOR: Prof.2. Dr2 Vania Lucia Loro

The largest consumer of pesticides in the world since 2009, Brazil, consumed around 84% of the
pesticides sold in Latin America. The increase in consumption, as well as the reduction of
riparian forests, together with indiscriminate use, can lead to contamination of the soil, water and
non-targets of these pesticides. Clomazone®, belongs to the herbicide class, used to control pre-
emergent pests. The exacerbated use of pesticides can cause an imbalance in the production of
reactive species, which can trigger a series of problems, including behavioral changes, oxidative
and enzymatic damage, as well as damage to DNA and RNA. In this sense, research on the effects
of this pesticide using alternative models such as zebrafish, are extremely relevant in scientific
circles, considering that this work is, until then, a pioneer in the relationship between adult
zebrafish versus Clomazone® / Gamit360CS®. To assess the potential toxicological risks of
Clomazone® and Gamit360CS®, the animals were exposed to five different concentrations (0.5;
1.0; 2.5; 5.0 and 10.0 mg / L-1), by a 96h period, in addition to the control group that was not
exposed. For the micronucleus analysis, blood tissue was used, with the smear technique, the
behavioral analyzes, the animals were individually conditioned in the light-dark apparatus, where
the following behavioral parameters were observed: latency between the areas, time in the dark,
transitions between the areas of the apparatus and risk assessment. A decrease in AChE levels
was observed in brain tissue, intissue. In GST levels, in brain and gill tissue there was an increase
in levels, in muscle tissue GST showed uneven results. Regarding oxidative damage, lipid
peroxidation, there was an increase in brain tissue, whereas in branchial tissue there was a
significant increase, especially when exposed to 10.0 mg / L-1, in muscle tissue there was no
significant difference in the results. As for the levels of non-protein thiols, no difference in results
was observed in all tissues examined. The behavioral tests showed results of anxiety-like
behavior, as there was an increase in latency between the areas of the apparatus, there was an
increase in the scototaxis of two groups exposed to the herbicide, as well as an increase in risk
exploitation in an exposed group. Genotoxicity tests for micronucleus were found to be within
the normal range for micronucleus, but several nuclear anomalies of the Cariorrexe type,
indicating a high genotoxicity of Gamit360CS®. We can conclude that both Clomazone® and
Gamit360CS® have toxicity levels. Thus, the objective of this dissertation was to verify the
toxicity and genotoxicity of the herbicide Clomazone® and Gamit360CS®, using zebrafish as
an experimental organism. For that, it was analyzing behavioral data, antioxidant activity of
enzymatic and non-enzymatic molecules, and, lipid damage.

Keywords: Oxidative Damage; Micronucleus; Behavioral Parameters; Genotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1:Estrutura quimica do herbicida Clomazone® (composto puro) {2[(2-clorobenzil)]-4,4-

dimetil-1,20XI1alidiN-3-0NECF. ...cviiiie e 16
Figura 2: Embalagem comercial do Gamit360CS®. .........c.ccviviiiiiriiiinieicee e 17
Figura 3: Grafico estatistico doS MICrONUCIEOS...........ceriiiiiiieircre e 48
Figura 4: Fotomicrografia de tecido SANQUINEO. .......c.ceriiriiiiiirc s 49
Figura 5: Fotomicrografia de tecido SANQUINEO. .........cceveieiiiieiic e 50
Figura 6: Representacao do aparato Clar0-€SCUNO. ..........coveerirreerirreeeese e 51
Figura 7: Laténcia entre a parte escura e clara do aparato. ..........ccccceeveervereseesieeniesie e 52
Figura 8: Tempo gast0 Na Are@ ESCUIA. ........ecveireerieeiesiesteeieseesteeseesseesseessesseesseesseensessaesseeseesses 52
Figura 9: TranSiCA0 Para Are@ ESCUNA. .......ccuecverreeireeeeaeeiteetesseesseessesseesseessesseesseesseassessaesseessesses 53

Figura 10: AValiaCao € FISCO. ...ccuveviiiiiieeie ettt sttt e ste e e sreesneeneenns 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Contagem das células, para observacdo dos micronucleos



LISTA DE ABREVIATURAS

“n” — NUmero de individuos

puL — Microlitro

ACh - Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase

CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais

cm — Centimetro

CONAMA — Concelho Nacional do Meio Ambiente
CONCEA - Concelho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal
CT: Grupo controle

D. rerio — Danio rerio

DNA — Acido Desoxirribonucleico

ER — Espécie/s reativa/s

ERO- Espécies Reativas de Oxigénio

Ex. — Exemplo

g - Grama

GS-DNB - S-(2,4-dinitrobenzyl) glutathione

GST - Glutationa transferase

H20: — Perdxido de Hidrogénio

HCI — Acido Cloridrico

L — Litro

LARP — Laboratério de Anéalise de Residuos de pesticidas
MDA - Malondialdeido

mg/L — Miligrama por Litro

mL — Mililitro

mM — Milimolar

NPSH - Do inglés — non-protein thiol (tidis ndo proteico)
02" - Anion Superoxido

°C — Graus Célsius

OHPC - Grupo Hidroxila

pH — Potencial de Hidrogénio

RNA — Acido Ribonucleico

RPM — Rotagdo por Minuto

T1: Tratamento 1 — 0,5 mg/L?

T2: Tratamento 2 — 1,0 mg/L™?

T3: Tratamento 3 — 2,5 mg/L™*

T4: Tratamento 4 — 5,0 mg/L*

T5: Tratamento 5 — 10,0 mg/L?

TBARS — Do inglés — thiobarbituric reactive substance (substancia reativa ao &cido
tiobarbiturico)

UFSM — Universidade Federal de Santa Maria



SUMARIO

L APRESENTAGCAD ..ottt tss sttt sttt s st ene st s et enes s ean e 15
2. INTRODUGAOD ...ttt ettt n sttt 16
2.1 AQIOTOXICOS ..evvevventeiteite sttt b bbb bbbt bbbt e et et et et e s bt et eeneeneeneas 16
A O O [ 1 ¢F- V.0 -SSR 16
2.2 ESLreSSE OXIUATIVO ....veeueeiiieiiieie ettt et et sr e nbeeneesneenne s 18
2.3 SIStEMA CONEIGICO.....c.uiiiiiiieiecee sttt et e st e e ae e re e beeneesneenae s 19
2.4 Uso do peixe-zebra nos modelos de toXicidade............ccoovveveiieieeiisiiesiese e 20
2.5 Analise ComMPOItAMENTAl ..........coviiiiiieireee e 20
2.5.1. Teste d0 aparato Clar0-EBSCUIOD. .........eeiuirirrieeieeiesiee ettt sbe et re e 20
2.6 ANalise de MICTONUCIEO..........cciiieiec ettt 21
S JUSTIFICATIVA ettt bttt s ettt e bbb e s e be b e e ane e 22
B HIPOTESES ...ttt 23
IO 1= N I Y 1 TSRS 24
5.1, ODJELIVO GEIAL.....ciiieiiie it 24
5.2. ODJetiVOS BSPECTTICOS ...uviivieiiicie ettt ens 24
6. RESULTADOS E DISCUSSOES ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e e een s eeen e en e 25
6.1 IMANUSCIITO — L .eiiieie ettt et e st e e e st e s beeseeereenreeneeaneenne s 25
7. RESULTADOS ADICIONAIS ...ttt e e 47
7.1 MIICTONUCIEO ...ttt bbbttt bbb re e eneenes 47
A ©o 1011 o To] 4 11 0T 01 (o PP PR U PPPRPPR 51
8. DISCUSSAD ...ttt bbb 55
9. CONLUSAD ...ttt 57
10. PERSPECTVAS. ..ottt sttt b se b e s et b et et et be bt enennens 58
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiieveceeeieteeeeeseesss s s sessssn s snssnensas 59
ANEXO A — CARTA DE APROVAGCAO CEUA ...t er s 65
ANEXO B - LISTA DE TRABALHOS COLABORATIVOS DESENVOLVIDOS
DURANTE O MESTRADO ...ttt sttt sbe st eneane s 66

ANEXO C — APROVACAO DE PUBLICACAO DE CAPITULO DE E-BOOK REDIGIDO
COM DADOS DAS PESQUISAS DO MESTRADO........cooiiiiieiieieeee e 67



15

1 APRESENTACAO

Esta Dissertacio aborda assuntos relacionados aos efeitos do herbicida Clomazone® em
sua formulacdo pura e em sua formulagdo comercial, o Gamit360CS®, nos parametros
bioguimicos e comportamentais do organismo experimental o peixe-zebra (Danio rerio). Ela
encontra-se estruturada da seguinte forma:

Introducdo: Revisdo da literatura com caracterizacdo dos temas abordados na
dissertacéo.

Materiais e métodos, apresentados na forma de manuscrito cientifico e resultados
complementares.

Conclusao, sobre os resultados obtidos no trabalho.

Perspectivas, apresentacdo das possibilidades de novos estudos a partir dos resultados
obtidos.

Referéncias, que traz as referéncias utilizadas na introdugédo, discussdo geral da

Dissertagéo.
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2. INTRODUCAO
2.1 Agrotoxicos

Em 2009 o Brasil alcangou o topo do ‘ranking’ mundial em consumo de agrotdxicos,
abrangendo cerca de 84% dos produtos vendidos na América Latina, e em 2013 o pais foi
responsavel pelo consumo de 20% da producdo mundial (NETO et al.,, 2009). O uso
indiscriminado de agrotdxicos causa, cada vez mais, contaminagdes do solo, agua, animais ndo
alvo e seres humanos (ALBUQUERQUE et al., 2016). A contaminagdo pode ocorrer por
diversos meios, como: manuseio direto, consumo de alimentos e/ou dgua contaminadas ou ainda
pela inalagdo de particulas em suspensdo. Cerca de 30% a 70% dessa contaminacdo ocorre pela
deriva técnica, que é a dispersdo do pesticida pelo ambiente através da agua e/ou vento
(BOMBARDI et al., 2011; CLASEN, et al., 2017; PIGNATI et al., 2017). A diminui¢do das
matas ciliares também facilita uma maior deriva desses contaminantes, bem como, a sua entrada
no ambiente aquatico adjacente as areas agricolas (BERTI et al., 2009). De acordo com as
resolucdes 357/05 e 396/08 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o Brasil
possui normativas que descrevem 0s niveis seguros de concentragdes para alguns agrotoxicos
em ambientes aquaticos. No entanto, ha uma serie de compostos quimicos presentes nestes
produtos que ainda ndo apresentam valores de referéncia em termos de niveis seguros para
exposicdo de alimentos ou agua potavel. Outra questdo sdo normativas para concentraces
consideradas seguras para cursos d’agua. (BORTOLUZZI et al., 2006; MARCHESAN et al.
2010; MARINS et al 2020).

2.1.2 Clomazone

O herbicida Clomazone® (composto puro) {2[(2-clorobenzil)]-4,4-dimetil-1,20xialidin-3-one},

vendido em uma das suas variantes comercial com o nome de Gamit360CS®.

Figura 1:Estrutura quimica do herbicida Clomazone® (composto puro) {2[(2-clorobenzil)]-4,4-
dimetil-1,2oxialidin-3-one}.

Cl
O

CH, \N-CHQ

= M|

Fonte: o autor.
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Figura 2: Embalagem comercial do Gamit360CS®.

Fonte: o Autor.

Pertence ao grupo quimico isoxazolidinona, sendo o primeiro pesticida importante da
classe dos inibidores da biossintese de carotenoides (ALBUQUERQUE et al. 2016; OLIVEIRA
JR. 2011). Este herbicida pode interferir na cadeia transportadora de elétrons, principalmente na
reoxidacdo de NADPH (AGUIAR et al., 2020). Surgiu no mercado em 1986 e seu uso € indicado
para o controle de plantas ndo desejadas. O principio ativo Clomazone® esta classificado no nivel
Il de risco ambiental e toxicolégico, é considerado ndo corrosivo, ndo inflamavel, solivel em
agua e altamente toxico. Em 2018 no Rio Grande do Sul, foram vendidas 397,58 toneladas deste
herbicida (13° pesticida mais vendido no estado), e 4,54 mil toneladas no Brasil (16° pesticida
mais vendido a nivel nacional) (IBAMA, 2018). Sua meia-vida no solo corresponde cerca de 10
a 14 dias, e pode ser encontrado a uma profundidade média de 30 cm. Sua solubilidade em &gua
é de 1.100 mg/L™?, considerada extremamente soltvel (FREITAS et al. 2017), podendo chegar
facilmente as &guas de profundidade, como o lencol freatico (MATTOS et al. 2006). Em &guas
superficiais a meia vida do Clomazone®, pode variar entre 84 a 120 dias, podendo afetar novas
culturas bem como causar danos a organismos nao alvo como peixes (ZANELLA et al. 2002).
Pelas resolugdes 357/05 e 396/08 do CONAMA, ndo existem niveis considerados seguros para
esse pesticida para dgua e solo (BRASIL 2005, BRASIL 2008, MARCHESAN et al. 2010).
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2.2 Estresse Oxidativo

O Clomazone® e o Gamit 360CS®, assim como outros agrotoxicos podem causar danos
oxidativos em tecidos e células de organismos nao alvo. O estudo de danos oxidativos causados
por estes compostos em organismos néo alvo, peixes, por exemplo, torna-se relevante.

Estresse oxidativo, ocorre, pois, 0 oxigénio € utilizado pelos organismos aerébicos como
aceptor final de elétrons durante a respiracdo celular, em condi¢des normais, durante a respiracao
aerdbica, pequenas quantidades de espécies reativas (ER) sdo geradas, ndo causando danos ao
organismo, porém quando excedem a capacidade antioxidante do organismo podem causar dano
celular (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017; CLASEN et al., 2018).

Essas ER, como o radical hidroxila (OH") e o anion superoxido (O2°) podem ser altamente
prejudiciais ao organismo, oxidando lipideos, proteinas e DNA. O dano ao DNA pode ocorrer
tanto nas bases nitrogenadas como na desoxirribose (BARBOSA et al., 2014; BARREIROS et
al., 2006). O aumento na formacdo de ERO, ou a diminui¢do da capacidade antioxidante do
organismo, pode estar ligado a exposicao a agrotoxicos.

Os organismos possuem naturalmente defesas antioxidantes, que podem sofrer alteragdes
em seus niveis, tanto para mais como para menos, numa tentativa de equilibrar os niveis normais
de ER no organismo, essas defesas antioxidantes, podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas
(CLASEN etal., 2018; GOMES et al., 2014; LUSHCHAK et al., 2011). Podemos citar as defesas
antioxidantes enzimaticas como superéxido dismutase (SOD), SOD-Cu, SOD-Zn, SOD-Mn,
Glutationa Peroxidade (GPX), Catalase, e ndo enziméaticas como &cido ascérbico, Glutationa S-
transferase (GST), Glutationa reduzida/oxidada, tidis ndo proteicos (NPSH) (CAO et al. 2004).

Uma das linhas de defesas antioxidantes do organismo, temos a Glutationa S-transferase
(GST), antioxidante ndo enzimatico, tendo como funcéo auxiliar na detoxificacdo celular, sendo
em peixes muito importante pois possui capacidade de conjugacédo de subprodutos formados na
degradacdo de agrotdxicos, tornando-os compostos facilmente excretaveis (PEREIRA et al.,
2013). A exposicdo a produtos como herbicidas pode causar desequilibrios no sistema
antioxidante, como reduzir a atividade de enzimas antioxidantes e/ou concentracdo de
antioxidantes ndo enzimaticos, o resultado final seria potencializar os danos oxidativos causados
pela exposicdo a agrotoxicos (CLASEN et al., 2018). O excesso de ERO, pode causar danos
proteicos que podem ser medidos através da carbonilacdo de proteinas, essas modificacbes
podem ocorrer como modificacBes dos residuos de aminoacidos, oxidacdo dos grupos sulfirila e

formacéo de carbonilados de proteinas. Os danos aos lipideos sdo medidos através da formagéo
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de produtos reativos ao acido tiobabitarico (TBARS) (LUSHCHAK et al., 2011; MURUSSI et
al., 2015).

Outro componente celular que sofre dano com o desiquilibrio causado devido a producéo
excessiva de ERO, é o DNA, conjunto de &cidos nucléicos responsavel pelo armazenamento das
informacOes genéticas dos seres vivos e ao se duplicar, permite com que as células se
multipliqguem. Nele estdo contidas informacdes para a producdo de proteinas, enzimas e outras
moléculas importantes para a manutencdo da vida (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
NOVAK et al., 2017; SRIVASTAVA & SINGH, 2015). Fragmentos acéntricos causados por
quebras cromossémicas ou por cromossomos inteiros, a partir de danos oxidativos nao
incorporados ao nucleo principal, ddo origem aos micronucleos (COSTA et al., 2017). Além
disso, esse fragmento de DNA pode ser reincorporado ao ndcleo principal ou ainda eliminado da
célula (BOLOGNESI, et al., 2011; DALZOCHIO et al., 2016; GHISI et al., 2016; RIBEIRO et
al., 2007). Para organismos aquéticos, o0 teste de micronucleo é uma das ferramentas mais
eficientes para identificar alteracdes no DNA, tendo como alvo células em fase de interfase
(SRIVASTAVA & SINGH, 2015).

2.3 Sistema Colinérgico

A exposicao dos organismos aos agrotdxicos, pode causar além de danos oxidativos, pode
ocorrer danos neuroldgicos, como alteracfes no sistema colinérgico. Essa alteracdo pode ser
avaliada nos organismos experimentais, peixes, pela atividade de colinesterases como a
acetilcolinesterase em tecidos cerebral e muscular (MURUSSI et al., 2015). Relacionado como
mediador neuroinume, ligado ao sistema cognitivo e memoria, o sistema colinérgico, pode sofrer
danos oxidativos quando exposto a produtos quimicos como alcool, agrotéxicos, por reduzir 0s
niveis de AChE (acetilcolinesterase), na fenda sinaptica aumentado os niveis de acetilcolina,
podendo causar espasmos musculares (AGOSTINI et al., 2017). A AChE Localiza-se em maior
quantidade nos tecidos muscular e cerebral, e € responsavel por transformar o excesso de ACh
em uma molécula mais simples, que tera um grupamento éster e um grupamento amina
quaternaria (ARAUJO; SANTOS; GONCALVES, 2016). Essa enzima pode ser utilizada para
avaliar danos causados ao encéfalo e ao tecido muscular, a partir de produtos quimicos, dentre
eles os agrotoxicos (ARAUJO; SANTOS; GONCALVES, 2016). Uma das consequéncias da
inibicdo da atividade de AChE no tecido encefalico, pode resultar em hiperatividade, tremores e

outros sintomas, 0 que € resultante da superestimulacéo das fibras musculares devido ao acumulo
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de ACh na fenda sinaptica. (GONCALVES et al., 2018; MIRON et al., 2008; MURUSSI et al.,
2015).

2.4 Uso do peixe-zebra nos modelos de toxicidade

O peixe-zebra (Danio rerio) € teledsteo de agua doce, nativo do sudeste asiatico e
pertence a familia Cyprinidae (WHITLOCK; WESTERFIELD, 2000). Possui caracteristicas
como: fecundagdo extracorpdrea, ovos translicidos, o que possibilita acompanhar todo o
desenvolvimento embrionério, alto indice de reproducdo, de 50 a 70 ovos por dia, rapido
desenvolvimento, chegando a idade adulta em trés meses, alto grau de genética conservativa,
com cerca de 70% de similaridade dos genes quando comparado com os mamiferos, e seu
genoma ser totalmente sequenciado o que torna viavel para pesquisa em diversas linhas, inclusive
de doencas genéticas humanas, além de ser um animal pequeno, ocupando pouco espaco,
favorecendo seu cultivo em biotério (DAHM; GEISLER, 2006; EGAN et al., 2009; HOWE et al.,
2013; LELE; KRONE, 1996).

Sendo assim, 0 uso do peixe-zebra como modelo alternativo ndo mamifero para analises
comportamentais, bioquimicas, neuroquimicas, toxicoldgica, farmacologicas e genéticas e
genotoxicas tem se tornado cada vez mais frequente entre os pesquisadores (EGAN et al., 2009;
MAXIMINO et al., 2010; MULLER et al., 2018; ROSEMBERG et al., 2011).

2.5 Analise Comportamental

Os testes comportamentais em peixes-zebras, propdem avaliar as respostas relacionadas
a motricidade/locomocdo e comportamento tipo ansiedade. Estudos sugerem que os testes
comportamentais sejam realizados entre as 9h e as 16h, pois nesse periodo caracteriza-se maior
atividade dos animais (ROSEMBERG et al., 2011). Também é importante que 0s testes sejam
realizados imediatamente apds o periodo de exposicao, para evitar que haja alguma distor¢do nos

resultados.
2.5.1. Teste do aparato claro-escuro

A escototaxia de peixe-zebra é caracterizada pela preferéncia a ambientes escuros em
detrimento a ambientes claros. O teste € descrito e validado como um modelo para a avaliagdo
comportamental do tipo ansiedade para a espécie (MAXIMINO et al., 2010; QUADROS et al.,
2016). Utiliza-se um aparato de vidro, retangular (25 cm x 15 cm x 11 cm largura, altura e

profundidade respetivamente), com capacidade de 2L de &gua, que é dividido igualmente em
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uma area escura e uma clara. Para a divisdo dos compartimentos, é utilizado externamente, um
papel adesivo opaco nas cores branco e preto. Para as analises comportamentais, um individuo
sera colocado na parte clara de do aparato, onde a laténcia para a parte escura, tempo e nimero
de entradas na area escura, bem como nimero de avaliagfes de risco foram avaliadas por 6
minutos e analisados no software ANY-maze® (BLASER et al., 2010; MAXIMINO et al, 2010;
ROSEMBERG et al., 2012).

2.6 Analise de Micronucleo

Micronucleos sdo fragmentos de DNA, que se separam do nucleo principal, gerando um
nacleo secundario, de formato redondo ou ovalado semelhante aos nucleos primarios. Sua
presenca é um indicativo de instabilidade cromossomatica e normalmente sdo gerados na fase
mitotica das células, muito utilizados para testes de genotoxicidade (HINTZSCHE et al., 2017,
SOTOetal., 2018; TERRADAS et al., 2016). Agentes fisicos ou quimicos, podem causar quebra
na fita de DNA, essa quebra pode ser: tipo quebra de dupla da fita de DNA, gerando na célula o
micronucleo causando um envelhecimento precoce e até o surgimento de canceres (SKEFF et
al., 2014; SOTO et al., 2018). Desta forma os agrotoxicos que sdo agentes quimicos possuem
diversas maneiras de entrar em contato com o ser vivo, como pelo ar, solo, agua, alimento, por
isso sdo considerados um grande influenciador para o surgimento de micronucleo (ILYUSHINA
et al., 2019). Quando ao dano ao DNA quando ocorre o surgimento do micronucleo, a célula
possui mecanismos para corrigir esse erro (HINTZSCHE et al., 2017; TERRADAS et al., 2016).
Os mecanismos de defesa celular, podem dar quatro possiveis destinos para esse micronucleo,
que sdo: degradacdo, onde o micronucleo e degradado por apoptose ou outro mecanismo
catabdlico, reincorporacao, que pode ocorrer no préximo ciclo de mitose, fazendo com o que o
micronucleo se reintegre aos nucleo normal da célula; extrusdo, quando o micronucleo é
eliminado da célula por exocitose e persisténcia, que consiste no micronucleo permanecer na

célula mesmo a apos a proxima fase da mitose (HINTZSCHE et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

O Brasil, lidera o consumo de agrotoxicos 2009, tornando-se desde entdo, o maior
consumidor de agrotdxicos a nivel mundial, com um de consumindo 20% da producdo mundial
(NETO et al., 2009). Esse aumento no consumo de agrotoxicos aumenta o um risco de
contaminacdo do solo, &gua, e organismos ndo alvo. Essa contaminagdo, pode ocorrer pelo
manuseio direto do produto, como ocorre com trabalhadores da agricultura, ou de forma indireta,
como a populacdo que reside ao redor das areas agricolas pela deriva técnica, ou ainda pelo
consumo de produtos contaminados (agua, alimentos) (ALBUQUERQUE et al., 2016;
BOMBARDI et al., 2011; CLASEN, et al., 2017; PIGNATI et al., 2017). De acordo com as
resolucdes 357/05 e 396/08 do CONAMA, o Brasil possui normativas que descrevem os niveis
seguros de concentracOes para alguns agrotoxicos em ambientes aquaticos. No entanto, o
herbicida Clomazone® néo faz parte dessas resolucdes, ndo possuindo valores de referéncia, que
possam ser considerados seguros (MARCHESAN et al., 2010). O principio ativo Clomazone®,
é considerado de nivel Il de risco ambiental e toxicolégico, ndo corrosivo, ndo inflamavel,
solivel em agua e altamente toxico (IBAMA, 2018). No ano de 2018 foi 0 13° pesticida mais
vendido no estado do Rio Grande do Sul e 0 16° mais vendido no Brasil (IBAMA, 2018). Devido
a sua alta solubilidade, pode facilmente contaminar cursos de aguas superficiais e também
subterraneas, além de possuir uma vida util que pode varias de 15 a 120 dias (FREITAS et al.,

2017; MATTOS et al., 2006; ZANELLA et al., 2002).

O peixe-zebra, como organismo experimental alternativo, vem se consolidando cada vez
mais, para as pesquisas comportamentais, genéticas e bioguimicas (EGAN et al., 2009;
MAXIMINO et al., 2010; MULLER et al., 2018; ROSEMBERG et al., 2011). Buscamos avaliar
as possiveis alteracdes que o Clomazone® e sua variante comercial Gamit360CS®, podem causar,
qguando exposto em diferentes concentracGes. Dessa forma, acreditamos que a presente
Dissertacdo possa auxiliar para a elucidacdo dos efeitos toxicologicos desses dois tipos de

herbicidas Clomazone em sua formulagéo pura (principio ativo) e comercial (Gamit360CS®).
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4. HIPOTESES

« A exposicdo ao herbicida Clomazone®, principio ativo, e ao Gamit360CS® formulagéo
comercial, gera aumento no dano oxidativo a peixe-zebra exposto a diferentes concentracdes,
podendo causar um desequilibrio na capacidade antioxidante enzimética e ndo enzimatica. Essas
alteracGes deverdo ser maiores na formulacdo comercial, j& que nessas, ha misturas de outros

compostos além do principio ativo.

« A exposigio ao herbicida Clomazone®em sua formulagio comercial (Gamit360CS®) ¢ capaz
de alterar o comportamento dos animais, essas alteracdes poderdo ser ter ligacao dose/efeito, ou

seja, maiores concentragdes, maiores danos comportamentais.

« Com base em estudos utilizando agentes quimicos, dentre eles os agrotoxicos, sabe-se que essa
exposicdo é possivel causadora de danos genéticos aos organismos expostos, sendo assim o
herbicida GAMIT360CS® seria capaz de induzir a formacdo de danos genéticos como o

micronucleo?
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo geral

Verificar os efeitos da exposi¢do aguda do herbicida Clomazone® (formulagdo pura) e
do Gamit360CS® (formulagdo comercial) no peixe-zebra (Danio rerio) avaliando a

genotoxicidade, danos bioquimicos e alteracbes comportamentais.

5.2. Objetivos especificos

- Analisar os possiveis danos oxidativos causado pelo Clomazone® e Gamit360CS®;

- Verificar o perfil antioxidante frente a exposic¢do aos herbicidas;

- Analisar o dano ao DNA a partir da presenca de micronucleos;

- Analisar o comportamento no aparato claro-escuro;

- Verificar se existe diferenca nos niveis de toxicidade causada pelo Clomazone® e
Gamit360CS®.
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Abstract:

Clomazone® is a herbicide widely used in several agricultural crops in Brazil because it is potent
and supposedly safe. Thus, this study aims to compare the effects of two formulations of
Clomazone® (commercial Gamit360CS® or the active ingredient) on Danio rerio. The fish were
exposed to sublethal herbicide concentrations and some biochemical parameters were verified.
The fish responses to different Clomazone® formulations exposure differed according to the
tissue analyzed. The most affected tissue was the brain, followed by gills, and muscle. The
exposure to commercial formula Gamit360CS® showed more lipid peroxidation in muscle as
compared to the active ingredient Clomazone®. Overall, both commercial formulations inhibited
brain AChE activity, increased lipid peroxidation and GST activity. These findings demonstrate
that both formulations could be toxic to fish exposed at their natural environment, considering
low concentrations.

Keywords: Clomazone®, Gamit360CS®, cholinesterase, oxidative damage



27

Introduction

Commercial formulations of pesticides have in their composition other compounds besides
the active principle, among them, surfactants, inerts which are used to stabilize, improve the
solubility or absorption of the compound by the target organism. However, these other
compounds added to the formulation can be more toxic than the active ingredient itself, or make
the active ingredient more toxic to non-target organisms, as they can alter their physical and
chemical properties, facilitating contamination (Cox & Surgan, 2006; Puglis and Boone, 2011).
Nagy et al. (2019), in a systematic review comparing pure and commercial pesticides, presented
that inert compounds, surfactants of commercial formulations were more toxic to non-target
organisms than the active principle itself. These authors found results related to insecticide,
fungicide and herbicide, the latter class, works with Glyphosate, 2,4-D, Paraquat, among others,
except Clomazone®. In the case of Glyphosate, it was shown that its surfactant, POEA
(polyethoxylated tallowamine), causes more damage (genetic, embryonic, cytological) than pure
Glyphosate.

Clomazone® is a herbicide used on a large scale mainly in rice cultivation. Its half-life in
soil is 10 to 14 days, but, on the other hand, in water, it can persist between 100 to 120 days and
can affect new crops, as well as cause damage to non-target organisms such as fish (Marchesan
etal., 2010; Mattos et al., 2006). Residual concentrations of Clomazone® ranging from 0.2 to 0.4
mg L-1 were found in 90% of the water collected in rivers close to rice paddies in southern Brazil
(Zanella et al., 2002). In Southern Brazil (Rio Grande do Sul State) 397.58 tons of the active
ingredient Clomazone® were sold, being the 13th best-selling herbicide. In Brazil, 4.54 thousand
tons were sold, so Clomazone® was the 16th most sold pesticide in Brazil (IBAMA, 2018). In
the European Union (EU), there are 1387 registered active ingredients and only 466 are released
for use, which may vary according to the member country (Nagy et al., 2019). In Brazil, only the
class of herbicides has 106 registered active principles and 994 registered commercial
formulations (MAPA, 2020), with Brazilian legislation responsible for bringing the safe numbers
of these substances in soil and water, some formulations are not mentioned in these resolutions,
such as and the case of Clomazone® and its 31 commercial variations (BRASIL 2005; 2008,
BRASIL 2020).

The generation of oxidative damage is a common effect of exposure to pesticides, due to
the interference with normal cellular metabolism. When the antioxidant capacity of cells is not
sufficient, some cellular consequences can occur (Birnie-Gauvinet al., 2017; Lushchak 2011),

including increased lipid peroxidation (PLO) or protein oxidation (Clasen et al., 2018). Fish, like
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other animals, have biotransformation enzymes such as the family of glutathione-S-transferase
(GSTs), which act in phase 1l of the cell detoxification process. Another important antioxidant
defense is the non-protein thiols (NPSH) that assist in the detoxification process (Livingstone
1998; Blahova et al., 2013; Pereira et al., 2013). The enzyme acetylcholinesterase (AChE) is
known to be inhibited by carbamates and organophosphates. However, pesticides as herbicides
can also cause changes in AChE activity. AChE belongs to the cholinergic system and in fish it
is important for neuromuscular transmission of impulses; it is also used for orientation and
movement towards food (Menéndez-Helman et al., 2015; Silva et al., 2015).

The zebrafish (Danio rerio) has been widely used in studies of behavioral neuroscience
and, in fact, can be considered a promising organism for toxicology tests with pesticides
(Blahova et al., 2013; Miller et al., 2017; Nunes et al., 2018). Danio rerio shows about 70%
similarity with the human genome and due to this fact this species can be considered a promising
organism in toxicological studies (Fontana et al., 2018).

Considering the uncontrolled increase in the use of herbicides and the lack of safe values
for their use in laws, comparative studies with different formulations and concentrations are
relevant to verify their possible toxic potential for non-target organisms such as fish. Due to
importance of know the toxic effects of the exposure to two formulations of Clomazone®, a pure
and a commercial in fish model, the objective of this work was investigate the biochemical

alterations caused to both clomazone formulations in Danio rerio tissues.

Materials and methods
1.1 Chemicals

The standard Clomazone® (99.6%) of purity was obtained from FMC (Uberaba, Brazil). The
commercial compound Gamit360CS® (36% of purity) was obtained from FMC Corporation

(Philadelphia, EUA). All reagents for biochemical analysis were obtained from Sigma Aldrich.
1.2 Animals

A total of 198 adult zebrafish (4 - 6 months of age), heterogeneous wild type (standard short fin
phenotype) of both sexes, weighing 0.5 g + 0.1 g and 3.0 cm £ 1.0 cm in length, were obtained
of local commercial store (Hobby Aquérios, RS, Brazil). Fish were acclimatized in a tank (40 L)

filled with non-chlorinated water treated with AquaSafe ™ (Tetra, VA, USA) to remove chlorine.
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Fish were maintained under constant aeration, temperature-regulated (27 + 1 °C) and photoperiod
cycle of 14/10 hours. This tank allowed the maintenance of animals in the same aquarium.
Additionally, the housing tank allowed the direct visual contact with other fish, minimizing the
stress of isolation (Nunes et al., 2017). All animals were fed with Alcon BASIC ™ flakes (Alcon,
Brazil) twice daily. The animal experimentation fully adhered to the National Health Guide for
Animal Care. The protocols were approved by the Ethics Commission on Animal Use of the

Federal University of Santa Maria under protocol number: 2298230819.
Experimental design

After acclimatization, the fish were relocated in tanks measuring 30 X 15 X 20 cm (length, width
and depth), with 5 L of water, where zebrafish were exposed to two Clomazone® formulations:
Gamit360CS®, the commercial formulation and the standard formulation of Clomazone® without
any mixture (only active ingredient). The exposure groups were: Control (CTRL); 0.5; 1.0; 2.5;
5.0 and 10.0 mg/L? of Gamit360CS® (GAM) and 0.5; 1.0; 2.5; 5.0 and 10.0 mg/L? of
Clomazone® (CLO) during 96h. The exposure concentrations were chosen according to Mattos
et al. (2006) that found 9.0 mg/L? of Clomazone® in an environment 115 days after its
application in rice crop. Water samples from the tanks were collected in 500 mL amber glass
bottles at 0, 48h and 96h and set under refrigeration to the laboratory for pesticide residue
analysis (Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas, LARP, UFSM). Pesticide residue
analysis was performed using gas and liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (GC-MS/MS and LC-MS/MS, respectively) according to the methodology
described in Zanella et al. (2003) and Donato et al. (2015).

1.4 Biochemical analysis
1.4.1. Tissue preparation

After 96h of Clomazone® or Gamit360CS® exposure, zebrafish were transferred to a glass beaker
with 500 mL of water, containing 0.25 g/L of tricaine for anesthesia (Wilson et al., 2009). After,
they were euthanized by punching the spinal cord behind the operculum and brains, gills and
muscle were dissected, transferred to microtubes and stored at -80 °C. To perform the
biochemical analyses, brain and gills were homogenized in a proportion of one brain or gill to
150 pL Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 buffer, centrifuged (3000 g for 10 min, 4° C) and the supernatant
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was used for posteriors assays. The muscle tissue was homogenized in a proportion of 0.25 g to
1000 pL of the same buffer used for the brain and gills. All experiments were performed in

duplicate.
1.4.2. Biochemical analysis

Acetylcholinesterase (AChE) activity was determined using the method described by Ellman et
al. (1961), expressed as pmol of ASCh hydrolyzed/min/mg of protein. Further details of AChE
measurements can be found in Leitemperger et al. (2019).

Glutathione S-transferase (GST) activity was analyzed according to Habig et al. (1974). The
assay mixture contained 1mM 1-chloro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB) in ethanol, 10 mM
glutathione reduced (GSH), 20 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5), and 10 pl of the tissue
homogenates (40-60 pg of protein). One unit of GST activity was defined as the amount of
enzyme required to catalyze the conjugation of 1 mol CDNB with GSH/min at 25 °C. The activity
was expressed as pmol GS-DNB/min/mg protein.

Lipid peroxidation was estimated by thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS) production,
which is widely performed for measurement of lipid redox state according to Draper and Hadley
(1990). Briefly, 80 pL of the homogenate of the brain were mixed with 160 puL of 10%
trichloroacetic acid (TCA) and centrifuged (3.000 x g, 10 min). Supernatants (100 pL) were
mixed with 100 pL of 0.67% thiobarbituric acid (TBA, 4,6-Dihydroxypyrimidine-2- thiol) and
heated at 100°C for 30 min. TBARS levels were determined by the absorbance at 532 nm using
malondialdehyde (MDA) reaction with TBA in microplate reader and expressed as pmol
MDA/mg tissue. Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum
albumin as standard. Absorbance of samples was measured at 595 nm according to Bradford
(1976).

Non-protein thiols (NPSH) were determined by Ellman (1959) where supernatant was mixed
(2:1) with 10% TCA to deproteinized and centrifuged at 3000 x g for 10 min. Phosphate buffer
0.5 mM (pH 6.8), 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 10 mM was added to an aliquot
of the supernatant and the measurement change of measurement at 412 nm, and the residues were

expressed in pmol g of tissue.
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1.4.3. Statistics

Normality of data and homogeneity of the variances were analyzed by Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett's tests, respectively. Data were expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.)
and analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test. The

significance level was set at p <0.05.

Results

The concentrations of pesticides in the water during the experiment were analyzed at
times 0, 48h and 96h, and are shown in the tables 1A and B. The lowest percentage of Gamit
reduction was 29.3% at the concentration of 0.5 mg/L-1. For clomazone the smallest reduction
observed was 17.94 at the concentration of 2.5 mg/L. With relation to AChE activity brain
showed reduction of activity for both herbicides tested at all concentrations tested in comparison
to control (Fig. 1A (Gamit360CS®) and 1B (pure Clomazone®). AChE activity in muscle did not
show any variation considering all concentrations or formulations of Clomazone® tested (Fig 1.
C-D).

Considering the GST activity (figure 2), all Clomazone® formulations caused increased
activity to the zebrafish brain and gill tissues when compared to the control. In the brain, there
was an increase of GST activity in all concentrations of Gamit360CS®. For Clomazone® the
increase in GST activity started only at the concentration of 1.0 mg L* (Fig. 2 A-B). For gills
Gamit360CS® exposure caused an increase in the activity of GST in the concentrations 0.5 to 10
mg/L! and for Clomazone® the increase in the activity started at concentration of 1.0 mg/L™*
(Fig. 2 C-D). Muscle tissue displays the minor alterations as compared to brain and gills for both
Clomazone® formulations. The GST activity increased only at 1.0 or 0.5 for Gamit360CS® or
Clomazone® respectively (Fig. 2 E-F).

TBARS represents the levels of lipid peroxidation of a tissue, and in this study, there was
an increase of TBARS levels in all tissues at least in one concentration tested for both
formulations. TBARS in the brain increased in all concentrations of Gamit360CS® tested. The
increase of lipid peroxidation occurred in all concentrations of Clomazone®, except 1.0 mg/L™*
(Fig. 3 A-B). Lipid peroxidation in gills increased in 2.5 to 10 mg/L™* of Gamit360CS®. On the
other hand, when zebrafish were exposed to Clomazone® gills exhibited increased TBARS levels
at concentrations of 5.0 to 10 mg/L? (Fig. 3 C-D). Muscle tissue showed increased lipid
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peroxidation for all concentrations of Gamit360CS® tested. Clomazone® exposure caused
significant increase of TBARS levels in muscle only at concentrations of 10 mg/L* (Fig. 3 E-F).
In general, brain seems to be more affected by both pure Clomazone® formulation in comparison
to gills and muscle, due to the AChE inhibition, GST activity and TBARS levels increased at all
concentrations tested. What was not observed when analyzing the levels of NPSH, which
showed a similarity in the levels in all treatments and tissues, except in muscle tissue when
exposed to pure Clomazone®.

In figure 4, we shows the results of NPSH, antioxidant non-enzymatic that acts in the
removal of free radicals (Rutkoski et al. 2020), where A, has results for brain tissue, animals
exposed to the pesticide Gamit360CS® that has no significant difference between procedures,
and in B, levels of NPHS in brain tissue exposed to pure Clomazone®, there was a significant
difference between the control group and contractions of 0.5 mg/L™ and 1.0 mg/L™ and 1.0 mg/L"
1 with 10.0 mg/L™, the other groups showed no significant differences. In C, it brings the results
of the NPSH levels of gills exposed to the pesticide Gamit360CS®, where in no concentration
there was a significant difference, in D, the results are from exposure to pure Clomazone®, there
was a significant difference between the contractions of 0.5 mg/L™* and 1.0 mg/ L%, in addition
to other significant differences not obtained. Muscle tissue showed the greatest differences, as
0.5 and 1.0 were different with a concentration of 1.0 mg/L ™%, was different with 2.5 mg/L?, 5.0
mg/L"! and 10.0 mg/L%, when exposed to Gamit360CS® (E), when exposed to pure Clomazone®,
we can observe a significant difference between the control group and 1.0 mg/L™, 0.5 mg/L™!
with 1.0 mg/L?, and 1.0 mg/L™* with 5.0 mg/L* and 10.0 mg/L™%, the other concentrations did
not show differences, neither with the control group, nor between themselves (F).

Discussion

Organizar de modo que figue mais fluida e valorizando teus dados frente a literatura,

evitando repetir descricdo de resultados meramente..

Clomazone® is an herbicide used for weed management and is frequently registered in

rivers of Southern Brazil due to the high rice production. Thus, it is possible that Clomazone®

residues founded in water could interfere with other organisms as fish, especially because of its

high persistence in this environment. Zebrafish exposed to two formulations of Clomazone®

showed some biochemical alterations in different tissues. The exposure to Clomazone®
formulations caused lipid peroxidation, inhibition of cholinesterase and increased GST activities.

The tissue more affected was the brain evidenced by the AChE inhibition and increased TBARS
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levels. This fact is probably responsible for the increase of GST activities at all concentrations
of Clomazone® tested. Already the levels of NPSH, it was observed that there was a stability in
almost all tissues, except in muscular tissue when exposed to the pure formulation of
Clomazone®.

When comparing the Clomazone® formulations in the brain, it was not possible to observe
differences between the formulations. The AChE inhibition due to Clomazone® exposure in
different fish species was shown by Dos Santos et al. (2005) and Miron et al. (2008) when
Rhamdia quelen and Leporinus obtusidens were exposed to Gamit360CS®. These authors related
brain AChE inhibition with disruptions in the cholinergic system causing some effects as
behavior alterations and disorientation. Moraes et al. (2007) demonstrated that AChE activity
increased in muscle after exposure to Clomazone®, propanil and metsulfuron methyl at rice field
condition. In the same experimental model AChE activity in the brain decreased significantly
after exposure to the herbicides Clomazone® and quinclorac (Moraes et al., 2007). Falta destacar
link com teu trabalho nesse paragrafo acima.

The increased GST activity is a common response to the increase of lipid peroxides
formation as suggested by Nunes et al. (2017). High GST activity was more effective to control
lipid peroxidation formation induced by Clomazone® active ingredient exposure. This fact is
clear in gills and muscle where the lipid peroxidation occurred only at high concentrations (5.0
or 10.0 mg/L™Y). Commercial formulation Gamit360CS® seems to be more toxic to zebrafish
considering lipid peroxidation than Clomazone® active ingredient. In agreement with the results
of the present study, Cattaneo et al. (2012) and Nunes et al. (2017) showed the increase of GST
activity after exposure of carp and zebrafish to Clomazone® or paraquat respectively. For other
perspective, Classen et al. (2018) recorded a reduction of GST activity in muscle when Cyprinus
carpio were exposed to pesticides used in the rice culture. In summary, muscle tissue was less
affected than the brain and gills of zebrafish. Apparently there were no great differences between
the effects of Gamit360CS® or Clomazone® active ingredient except for lipid peroxidation in
gills and muscle where reduced LPO was observed as compared to the brain tissue. In fact, all
Clomazone® formulations tested interfere with the detoxificant enzyme GST, inhibited AChE
activity and causes lipid peroxidation in zebrafish exposed.

The antioxidant NPSH was maintained at levels close to the control group in almost all
treatment groups in the two formulations tested. For animals exposed to the Gamit 360CS®, in
brain tissue, in all its concentrations, there was no significant difference in NPSH levels,
indicating that antioxidant system was efficient to protect tissue. In contrast, TBARS levels were

high, indicating that, even active, it was not sufficient to prevent damage to lipids. The gills of



34

animals exposed to Gamit360CS®, obtained significant differences between treatments 0.5 mg/L"
Land 1.0 mg/L?, in the treatments 1.0 mg/L* with 2.5 mg/L™, 1.0 mg/L* with 5.0 mg/L* and
1.0 mg/Lt with 10.0 mg/L™%, the same result can be seen in TBRS, that there was an increase in
TBARS levels in the same treatments, except in 1.0mg/L™, which indicates that, even active,
NPSH, was not enough to eliminate the damage caused by Gamit360CS®. Moraes et al (2020),
found a similar relationship between the levels of TBARS and NPSH levels. In muscle tissue,
there was no significant difference, neither between control and treatments, nor between
treatments, which may indicate less damage from this pesticide in this tis The animals that were
exposed to pure Clomazone®, in the brain, there was a significant difference in the levels of
NPSH only in groups 0.5 mg/L™ to 1.0 mg/L™, when compared to each other, whereas in relation
to the control group there was no significant difference, comparing with the levels of TBARS,
there is an increase in lipid damage, indicating that, even though it was active, it was not possible
to protect the damage caused by Clomazone®. In a general way NPSH protect against oxidative
damage caused by pesticides, but each fish species and sometimes each tissue showed different
responses. For example, Muller et al (2017), found a slight reduction in NPSH levels in animals
exposed to the paraquat herbicide, indicating that herbicides can affect NPSH levels. In gills,
significant differences occurred between control treatment and 1.0 mg/L™?, treatments 0.5 mg/L
Land 1.0 mg/L™?, and treatment 1.0 mg/L* with treatments 2.5 mg/L™* and 5.0 mg/L. in the other
treatments there were no significant differences. Indicating that certain concentrations of pure
Clomazone® can cause the body to react by trying to eliminate the pesticide, in higher
concentrations, as in 5.0 mg/L™ and 10.0 mg/L™, saturates the body's antioxidant system, as we
can see, when we relate the levels of NPSH with the levels TBARS, where there was an increase
only in treatments 5.0 mg/L™? and 10.0 mg/L™, the others remained close to or equal to the
control, indicating that up to 2.5 mg/L? the antioxidant system can eliminate the organism
pesticide. In muscle tissue, significant differences occurred in the control group compared to
treatments of 0.5 mg/L* and 1.0 mg/L?, and between treatments 1.0 mg/L™* and 5.0 mg/L, in
the other concentrations there were no significant differences. When compared to TBARS,
NPSH levels were similar, indicating the efficiency of this antioxidant system. In summary, did
not have great differences in oxidative damage caused by both formulations tested. The results
showed clearly the potential of clomazone to cause oxidative damage and impair antioxidant
defenses of zebrafish. The sum of results are important tool to future decisions concerning toxic

levels of clomazone to fish species.
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Conclusion

The growing agricultural demand for increased productivity means that there is a greater
consumption of pesticides. This fact, increase the contamination of non-target organisms, such
as fish. It was seen that lowest Clomazone® concentrations used in the study induced oxidative
damage and impair antioxidant defenses. The reduction in Clomazone® observed could be a
indicative of degradation in metabolites that could be more toxic that Clomazone® per se. The
possible bioaccumation in fish tissues needs to be considered. Clomazone® is the cause of the

damage, due to similarity of results recorded to both pure and the commercial version.
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Table 1 A-B. Gamit360CS® (A) or Clomazone® (B) concentrations (mg/L™!) in the water at 0.0h,
48h and 96h after the beginning of the exposure.

A)  Gamit360CS®
Oh 48h 96h %
reduction

05 0.367 0.340 29.30
1.0 0.668 0.695 31.85
25 1694 1698 32.16
50 3.86 3.181 29.60
10.0 6.825 6.767 32.04
B) Clomazone®

Oh 48h 96h %
reduction

05 0314 0.293 39.30
1.0 0.802 0.742 22.80
25 2094 2009 17.94
5.0 3.114 3.029 38.57
10.0 7.915 7.540 22.72
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Figure captions

Figure 1. AChE activity in the brain (A-B) and muscle (C-D) of zebrafish exposed to
Gamit360CS® or pure Clomazone®, respectively. The concentrations are expressed in mg/L™.

Different letters indicate significant differences among groups and control (p < 0.05).

Figure 2. GST activity in the brain (A-B), gills (C-D) and muscle (E-F) of zebrafish exposed to
Gamit360CS® or pure Clomazone®, respectively. The concentrations are expressed in mg/L™2.
Different letters indicate significant differences among groups and control (p < 0.05).

Figure 3. Lipid peroxidation levels (TBARS) in the brain (A-B), gills (C-D) and muscle (E-F)
of zebrafish exposed to Gamit360CS® or pure Clomazone®, respectively. The concentrations are
expressed in mg/L™. Different letters indicate significant differences among groups and control
(p <0.05).

Figure 4. Non-protein thiols levels (NPSH) in the brain (A-B), gills (C-D) and muscle (E-F) of
zebrafish exposed to Gamit360CS® or pure Clomazone®, respectively. The concentrations are
expressed in mg/L™L. Different letters indicate significant differences among groups and control
(p < 0.05).
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7. RESULTADOS ADICIONAIS
7.1 Micronucleo

Para verificar a presenca dos micronucelos em peixe-zebra, foi utilizado tecido
sanguineo, onde foi pingado uma gota de sangue em uma lamina, feito esfregaco, deixado secar
em temperatura ambiante, e feito a pelo método de Shiff com contracoloracdo de Fast Green,
(GAOetal., 2018; UEDA et al., 1992). Para cada individuo foi realizado uma lamina, totalizando
seis laminas, e contadas 1000 células de cada lanima (ALI et al., 2008). Para contagem e
observacdo das células foi utilizado microscépio optico Nikon Eclipse €200, objetiva de 100
x1,25, com auxilio de 6leo de imersdo e, foram feitas fotografias, com o auxilio do software

Capture 2.1, com auxilio de camera fotografica Exfocus precision.

O calculo utilizado para determinar a porcentagem de microntclos esta descrito abaixo,
adaptado de Ali (2008).

NM% = Numero de Células Contendo Microntcleo X 100

Numero de células contadas

Tabela 1: Contagem das células, para observacdo dos micronucleos.

Contagem de Micronucleos (MN)
Controle Tl T2 T3 T4 T5
Células MN | Células| MN | Células | MN | Células | MN | Células | MN | Células | MN
6082 10 6171 | 10 | 6024 | 20 | 6064 | 8 | 6134 | 11 | 6037 | 8

Total de Células | 36512
Total de MN 67

% de MN total | 0,18
Fonte: o autor.

Na tabela a cima, pode-se obeservar a quantidade total de celuas contadas e o total de
microndcleos encontrado, onde células indicia o nimero de células contadas por tratamento. MN
a quantidade de micronucleos no tratamento. CTRL: controle. T1: tratamento 1, exposto a 0,5
mg/L-1. T2: tratamento 2, exposto a 1,0 mg/L-1. T3: tratamento 3, exposto a 2,5 mg/L-1. T4:
trataemnto 4, exposto a 5,0 mg/L-1. T5: tratamento 5, exposto a 10,0 mg/L-1. Todos 0s

tratamentos foram expostos a formulagdo comercial do Clomazone - Gamit360CS®.
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Figura 3: Grafico estatistico dos micronucleos
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Figura 1: Quantidade de micronicleo no tecido hematolégico de peixes-zebra, apés a realizacdo do célculo:
MN/celulas contadas*100. Expostos a Gamit360CS®. As concentraces de exposicdo foram 0,5 mg/-?, 1,0 mg/-?,

2,5 mg/tt, 5,0 mg/tt, 10,0 mg/tL. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre grupos e controle (p
<0,05).

Foi observado que ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados quando
comparados entre si, e quando comparaddos com o grupo controle. A presenca de micronuclos
indica que houve um erro durante a divisdo celular, fazendo que um peda¢o ou um cromosso
inteiro se desprendeu do nucleo principal, craindo um novo “nucleo” (HINTZSCHE, et al., 2017,

ILYUSHINA, et al., 2019; TERRADAS, et al., 2016).
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Figura 4: Fotomicrografia de tecido sanguineo.

A *‘
AN

s ot
ol

Imagens de fotomicrografia de tecido sanguineo. Em A e B, apontados por setas, 0s micronlcleos, € a direta,
destaque dos mesmos. Em C, apontado pela seta e no destaque, uma mancha, proveniente da coloracdo, ou algum
vacuolo celular. Em D, tecido sanguineo sem microntcleo ou manchas. Em E, pode-se observar acumulo de corante
nos nudcleos, efeito causado pelo processo de coloragdo. Aumento: 100 X 1,25 + 6leo de imersdo. Ampliacdo a

direita de 10X. Fonte: o autor.
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Figura 5: Fotomicrografia de tecido sanguineo.

Nesta imagem pode-se observar a formagdo de anomalias nucleares do tipo Cariorrexe, indicando que o dano
causado pelo Gamit3603CS®. Aumento: 100 X 1,25 + 6leo de imersdo. Ampliacéo a direita de 10X. Fonte: o autor.
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7.2 Comportamento

Para a realizacdo dos testes comportamentais, claro escuro, os animais foram dispostos
individualmente em novos aquarios contendo uma parte escura e outra clara. Os animais foram
realocados no novo aquario (25 cm x 15 cm x 11 cm largura, altura e profundidade
respetivamente), contendo 2L de agua, declorada, 27°C + 1°C. (GROSSMAN et al., 2010;
MATHUR & GUO, 2011; ROSEMBERG et al., 2011; ROSEMBERG et al., 2012). A
escototaxia do peixe-zebra, avaliada pelo aparato claro-escuro, caracteriza-se pela preferéncia a
ambientes escuros em fuga a ambientes claros, e é validado como um modelo experimental de
avaliacdo comportamental do tipo ansiedade para a espécie. Para anélise dos dados o teste foi
filmado com auxilio de webcam e computador portéatil, por pelo menos 6 min, para posterior
analise com auxilio do software ANY-maze® (QUADROS et al., 2016; ROSEMBERG et al.,
2012).

Para a realizacdo dos testes, foi utilizado um aquario com as dimensoes ja citadas, para o
teste claro-escuro, o aquario foi dividido ao meio, sendo revestido com fundo preto opaco
ocupando 50% da &rea do aquério, e a parte clara, revestida com fundo branco opaco, sendo as

imagens gravadas pelo topo do aquério.

Figura 6: Representacdo do aparato claro-escuro.

@49

Representacdo do aparato claro-escuro, utilizado para comportamento do tipo ansiedade, com a webcam posicionada
no topo para filmagem.

Sera adotado a simbologia CT, T1, T2, T3, T4 e T5 para 0s grupos: controle, tratamento
1 (0,5 mg/Lh), tratamento 2 (1,0 mg/L™?), tratamento 3 (2,5 mg/L?), tratamento 4 (5,0 mg/L™?) e

tratamento 5 (10,0 mg/L), respectivamente.
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Figura 7: Laténcia entre a parte escura e clara do aparato.
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Laténcia entre a entrada da parte clara para a parte escura do aparato-claro escuro. Peixes-zebra, expostos a
Gamit360CS®, nas concentagdes respectivamente de 0,5 mg/-1, 1,0 mg/~t, 2,5 mg/-2, 5,0 mg/~2, 10,0 mg/-. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre grupos e controle (p <0,05).

Neste grafico podemos observar o tempo de laténcia gasto para os animais sairem da parte
clara, a qual representa um maior perigo aos animais e ingressarem na parte escura, a qual
representa maior seguranca, pode-se observar que 0 0s animais de T3, tiveram o maior tempo de
laténcia, diferenciando dos grupos T1, T4 e T5, em relagéo ao grupo controle ndo houve diferenca
significativa.

Figura 8: Tempo gasto na area escura.
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Tempo gasto explorando a area escura do aparato. Peixes-zebra, expostos a Gamit360CS®, nas concentagdes
respectivamente de 0,5 mg/~*, 1,0 mg/t?, 2,5 mg/-?, 5,0 mg/~?, 10,0 mg/-L. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre grupos e controle (p <0,05).

Os animais expostos as contracdes mais baixas, tiveram maior permanéncia exploratéria

em area escura, sendo o T1 e T2, maiores significativamente quando comparados ao grupo CT e
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ao T3, os demais grupos ndo apresentaram diferencas significativas entre si e nem com o grupo
CT.

Figura 9: Transicdo para area escura.
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Numero de vezes em que houve transicdo da area clara para area escura. Peixes-zebra, expostos a Gamit360CS®,
nas concentagdes respectivamente de 0,5 mg/~*, 1,0 mg/-?, 2,5 mg/~2, 5,0 mg/t?, 10,0 mg/-?. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre grupos e controle (p <0,05).

O numero de transicdes feitas pelos animais entre as areas do aparato claro-escuro, 0s
resultados indicam que os animais dos grupos T1 e T2 tiveram um namero de reentradas da area
clara para a area escura significativamente menor que o grupo CT e 0s demais grupos, os demais

grupos, T3, T4 e T5, néo tiveram diferencas significativamente ao grupo CT.

Figura 10: Avaliagao de risco.
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Episodios de avaliagéo de risco. Peixes-zebra, expostos a Gamit360CS®, nas concentagdes respectivamente de 0,5
mg/~t, 1,0 mg/~2, 2,5 mg/2, 5,0 mg/~2, 10,0 mg/-2. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre grupos
e controle (p <0,05).
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No que se refere a avaliacao de risco, que é considerado quando o animal passa a linha
entre a parte clara e escura, com menos de 50% do seu corpo, e retorna para a parte escura,
podemos observar que apenas os tratamentos com 1,0 mg/L™? e 5,0 mg/L? (T2 e T4), foram
diferentes significativos dos demais tratamentos, mostrando que em T2 os animais avaliaram
mais a situacdo nova de risco, que nas outras concentracBes, j& no T4, houve uma menor

avaliacdo de risco entre as areas.
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8. DISCUSSAO

A exposicdo a produtos quimicos, incluindo os agrotdxicos, podem causar problemas
genotoxicos, como 0s micronucleos, esses podem ser utilizados como testes. Durante nossos
experimentos, nenhum animal morreu ou apresentou alguma alteracdo fisica diferente do nornal,

devido a exposicdo ao Gamit360CS®.

Os resultados por nés encontados, podem indicar que 0 Gamit360CS®, apresnta uma uma
caracteristica genotoxica, pois foi observado a presencga de micronucleo e a anomalia nuclear do
tipo Cariorrexe (CARRASCO et al., 1990) (figura 3), essa anomalia, indica um inicio de
apoptose celular, sendo capaz de danificar a célula, impedimento a divisao celular, devido a
elevada genotoxicidade de produtos quimicos como o Gamit360CS® (CARRASCO et al., 1990;
CASATI et al., 1995; SKEFF, et al., 2014).

Os testes comportamentais, realizados com o aparato claro-escuro, ja estdo consolidados
como testes para identificar comportamento do tipo medo/ansiedade (MAXIMINO et al., 2010;
QUADROS et al., 2019;). Nossos resultados mostram que houve um aumento na laténcia entre
a parte escura e a parte clara do aparato dos animais do T3, indicando um maior nivel de
ansiedade, pois a permanéncia no ambiente escuro do aparato, indica um aumento na ansiedade
(MAXIMINO et al. 2010).

Quanto ao tempo gasto explorando a area escura, foi observado que os animais dos grupos
T1 e T2, tiveram uma maior exploracdo da area escura, e menor taxa de transicao entre as areas
clara e escura do aparato, podendo indicar que, esses animais estavam mais ansiosos e inseguros
em sair da zona escura, Maximino et al. (2010), o comportamento de exploragédo dos animais,
pode ser alterado sob efeito de fA&rmacos e outros quimicos, o0 comportamento de exploragédo esta
ligado a procura de alimento, quando ha uma alteracdo nesse comportamento, pode-se ligar ao
comportamento do tipo ansiedade, fazendo com que ele permaneca mais tempo no lado escuro

do aparato.

Ja em relacdo aos demais tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre eles, na
transicdo entre as areas, os grupos CT, T3, T4 e T5, ndo apresentaram diferenca significativas
entre si, indicando que essas concentragdes ndo alteraram o comportamento. Na exploracéo de
risco, foi observado apenas uma diferenca significativa entre os grupos T2 e T4, onde no grupo

T2 teve a maior incidéncia de episodios e no T4 a menor. Porém quando comparado com o grupo
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controle, ndo houve diferenca significativa no nimero de episodios, essas pequenas entradas na
zona considerada insegura, indica que o 0s animais estavam inseguros, demostrando
comportando do tipo ansiedade (MAXININO et al. 2010).
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9. CONLUSAO

Com a realizacao deste estudo, pode-se verificar que ndo ha a presenca de trabalhos nos
bancos de dados nacionais e internacionais relacionando o peixe-zebra adulto com o herbicida
Clomazone® e ao Gamit 360CS®, sendo assim, esse um trabalho inédito, até entfo, com esses

compostos e esse organismo experimental.

Também foi observado que o principio ativo Clomazone® ({2[(2-clorobenzil)]-4,4-
dimetil-1,2oxialidin-3-one}), que representa a maior toxicidade do produto, pois ndo houve uma

diferenca significativa entre a formulacéo pura para a formulacdo comercial.

Observamos que, 0 Gamit360CS® possui potencial genotoxico, pois, além de
encontrarmos micronucleos nas células sanguinas, também encontramos anormalidades
nucleares, a ponto de levar as células a apoptose precoce, causando um envelhecimento precoce

e talvez o surgimento de outras doengas, como o cancer.

Bioquimicamente, o Clomazone®, tem potencial de causar desequilibrio na balanca
REDOX, causado assim, danos oxidativos e causa danos enzimaticos nos tecidos encefalico,
branquial e muscular, o0 que juntamente com o potencial genotoxico pode causar sérios danos a

saude do individuo exposto a esse composto.

Quanto ao comportamento dos animais, nos critérios avaliados houve diferenca
significativa entre grupos tratados quando comparados entre si, ja entre quando comparado com

0 grupo controle, ndo houve diferenca significativa, indicando que h4 alteracdo comportamental.
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10. PERSPECTVAS

Ainda cabem muitas pesquisas sobre essa interacao pesticida organismo ndo alvo. Como
perspectiva, realizar ensaios com 0s compostos isolados das formulagbes comercias mais
vendidas, para verificar a toxicidade isolada de cada componente da formulagdo, uma vez que é
possivel que os componentes inertes possam ser utilizados juntamente com outros principios

ativos, podendo apresentar niveis diferentes de toxicidade devido as rea¢des quimicas.
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