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RESUMO

A deltametrina (Del), inseticida piretréide amplamente utilizado no controle biologico
de pragas apresenta riscos para o desenvolvimento fetal humano. Nesse contexto, a
protecdo do acido félico (AF) contra a Del foi estudada, abrindo perspectivas
promissoras para estratégias de protecdo contra pesticidas utilizando o AF como
suplemento alimentar para gestantes. Diante disto, esta pesquisa teve como objetivo
propor o AF como agente protetor contra intoxicagao fetal por Del em modelo de
zebrafish (Danio rerio). Foram realizados dois testes, o experimento de toxicidade
aguda com exposicao por 6 h, utilizamos 5 grupos experimentais com 35 individuos
por grupo (n = 175) para a avaliacdo da epibolia com 8 hpf. Os estagios de
desenvolvimento foram avaliados em teste de toxicidade aguda com exposi¢cao por
22h, neste teste, utilizamos 4 grupos experimentais com 6 repeticdes e 15 individuos
por grupo (n = 360). Durante 96 hpf, foram analisados os seguintes parametros de
desenvolvimento, taxa de sobrevivéncia, efeitos teratogénicos, frequéncia cardiaca e
taxa de ecloséo. Foi possivel observar nos testes realizados uma reducéo significativa
na epibolia dos embrides expostos a concentracdo Del 500 pg/L. Enquanto ao tratar
com o AF 75 uM se manteve dentro da normalidade, demonstrando um efeito protetor
contra a intoxicacao fetal por Del. Ainda, 0 mesmo ocorreu no teste de frequéncia
cardiaca com 96 hpf, como descrito acima com ambas as concentracdes. Entretanto,
nao foi observado efeito protetor de AF nos efeitos teratogénicos causados por Del.
De acordo com os resultados obtidos, analisando o efeito protetor do AF contra a
intoxicagdo fetal por Del, concluimos que foi possivel avaliar que a utilizacdo do AF
obteve um efeito protetor parcial, pois protegeu apenas nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario e na frequéncia cardiaca. Até o momento, ndo foi
identificado nenhum suplemento alimentar que ofereca protecdo completa contra a
exposicdo aos pesticidas. Dessa forma, é crucial que as gestantes tomem precaugdes

para evitar o contato com esses produtos quimicos.

Palavras-Chave: Danio rerio, Ecotoxicologia, Toxicidade, Embrido.



ABSTRACT

Deltamethrin (Del), a widely used pyrethroid insecticide in biological pest control, offers
risks to human fetal development. In this framework, the protective effect of folic acid
(FA) against Del was studied, opening promising perspectives for pesticide protection
strategies using FA as a dietary supplement for pregnant women. Therefore, this
research aimed to propose FA as a protective agent against fetal intoxication by Del in
a zebrafish (Danio rerio) animal model. For the acute toxicity test with a 6-hour
exposure, we used 5 experimental groups with 35 fish per group (n = 175) for epiboly
evaluation at 8 hpf. Developmental stages were assessed in the acute toxicity test with
a 22-hour exposure, where we used 4 experimental with 6 replicates and 15 fish per
group (n = 360). During 96 hpf, development parameters such as survival rate,
teratogenic effects, heart rate, and hatching rate were analyzed. Significant reduction
in epiboly of embryos exposed to Del at 500 pug/L was observed in the tests, while
treating with FA 75 pM remained within normality, demonstrating a protective effect
against fetal intoxication by Del. The same occurred in the heart rate test at 96 hpf, as
described above with both concentrations. However, no protective effect of FA on
teratogenic effects caused by Del was observed. According to the results, analyzing
the protective effect of FA against fetal intoxication by Del, we conclude that FA use
had a partial protective effect, as it only protected in the early stages of embryonic
development and the heart rate. So far, no dietary supplement offering complete
protection against pesticide exposure has been identified. Therefore, pregnant women

must take precautions to avoid contact with these chemicals.

Keywords: Danio rerio, Ecotoxicology, Toxicity, Embryos.
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1. INTRODUCAO

A deltametrina (Del) € um inseticida sintético do grupo dos piretroides,
principio ativo que inicialmente foi extraido da flor do género Chrysanthemum sp.
(STARR et al., 2008), age nos neurbnios dos insetos prejudicando o funcionamento
dos canais de sédio dependentes de voltagem causando hiperexcitabilidade neural
(JOHNSTONE et al., 2017). E amplamente utilizada na agricultura no controle de
pragas (FERNANDEZ-CRUZ et al., 2020). Entretanto, os inseticidas podem ser
prejudiciais aos organismos ndo-alvo como os seres humanos e ainda bioacumular
ao longo da cadeia alimentar (LIU et al., 2018).

Os inseticidas podem ser absorvidos por via dérmica, inalatéria ou oral
(SILVA et al., 2023). Ainda, a Del por apresentar caracteristicas lipofilicas, também
pode ser absorvida pela placenta (LUO et al.,, 2019). Pesquisas encontraram a
presenca de Del no sangue de agricultores (AFATA et al., 2021), meconio de bebés
(FERNANDEZ-CRUZ et al., 2020), leite materno (PALMA et al., 2014) e urina de
gestantes (FERNANDEZ-CRUZ et al., 2020). Dessa forma, a exposicdo ao
inseticida Del pode ser considerado um fator de risco tanto aos humanos adultos,
como também para a saude do feto (SILVA et al., 2023). Ademais, foi observado
em embrides de zebrafish (Danio rerio) como modelo de intoxicagéo fetal expostos
a Del, a presenca de efeitos teratogénicos como alteracées morfolégicas do coracéo
e deformacéo da coluna (LI et al., 2019).

O acido félico (AF) participa do desenvolvimento fetal contribuindo na
prevencdo de doencas e anomalias no desenvolvimento do feto (PONTES et al.,
2021). Durante a gestacéao, o fechamento do tubo neural ocorre nas quatro primeiras
semanas, entretanto quando esse tubo ndo consegue completar a neurulacao,
surge anomalias que, podem resultar em patologias capazes de provocar Obito ou
sequelas graves nos recém-nascidos, sendo as mais frequentes a anencefalia e a
espinha bifida (ESPOLADOR et al., 2015). Portanto, o acido félico é fundamental
no processo de desenvolvimento do tubo neural (MARCHIONI et al., 2013),
multiplicacdo celular, aumento no numero de eritrocitos, alargamento do Uutero,
crescimento da placenta e do feto (SANTOS; PEREIRA, 2007). De acordo com as
diretrizes de suplementacao diria de acido félico para mulheres gravidas, deve ser
incorporado o acido folico como suplemento durante o periodo pré-natal (PONTES
et., 2021), sendo recomendada a ingestédo diaria de 400 ug (0,4 mg) de acido folico
(OMS, 2013).
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Adicionalmente, estudos utilizando o zebrafish avaliaram os efeitos protetores
do acido félico na intoxicacéo fetal por etanol (CADENA et al., 2020b), por selenito
(MA et al., 2012) e na neuroprotecdo de zebrafish adulto expostos ao fungicida
tributilestanho (CAl et al., 2024). Pois, a exposi¢ao pré-natal aos inseticidas pode ser
associada a malformacgbes congénitas (COSTA et al., 2021), como a falha no
fechamento do tubo neural. Dessa forma, esse estudo foi realizado para avaliar o
efeito protetor do &acido fdlico contra a intoxicagéo fetal por Del.

Para investigar o possivel efeito protetor do acido folico contra a intoxicacao
fetal por Del, foi utilizado o zebrafish como modelo animal, devido a sua homologia
genética com os humanos, com cerca de 82% de genes ortélogos relacionados a
doencgas (HOWE et al., 2013). Ademais, a maioria dos seus 6rgdos desempenham
funcBes andlogas a dos mamiferos, o que os tornam fisiologicamente comparavel
aos humanos, principalmente, no estagio inicial da vida (SILVA et al.,, 2023,
MACRAE CA e PETERSON RT, 2015). Visto que a fase do desenvolvimento do
zebrafish ap6s 24 horas, poés-fertilizacéo, corresponde ao fim da segmentacédo e o
inicio do estagio embrionéario de faringula, o que pode ser comparado a gestacao
humana, aproximadamente ao primeiro trimestre (SYED et al., 2023). Ainda como
vantagens experimentais na utilizacdo desse modelo podemos citar a fertilizacao
externa, producdo de um grande numero de progénies, transparéncia oOptica,
tamanho reduzido e rpido desenvolvimento (FUKUSHIMA et al., 2020) atendendo
o principio dos 3Rs (reduzir, refinar e substituir), reduzindo o uso de mamiferos na
pesquisa cientifica (CANEDO et al., 2022) o que contribuiu para reducdo do tempo
da pesquisa e obtencao dos resultados.

Portanto, esse trabalho analisou os possiveis efeitos adversos da exposicao
fetal a deltametrina e demonstrou a necessidade de estratégias de protecéo, como o
uso do acido félico. Neste trabalho, explicamos a importancia de medidas de prote¢céo
gue possam minimizar 0s riscos associados a esse agente quimico, contribuindo

assim para uma maior conscientizacédo e seguranc¢a na gestacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Os suplementos alimentares consistem em nutrientes disponiveis em varias
formas farmacéuticas, sendo integrados como parte de uma abordagem nutricional
destinada a individuos, quando ndo conseguem atender adequadamente suas
exigéncias nutricionais de micronutrientes e macronutrientes por meio da dieta
(BOMFIM et al.,, 2020). Embora exijam quantidades relativamente reduzidas no
organismo, as vitaminas e minerais sdo considerados micronutrientes essenciais para
a manutencao da saude humana (LI et al., 2017).

A utilizacdo de suplementos, principalmente, na gestacdo € uma medida
respaldada pela Organizacdo Mundial da Salde e incorporada pelo Ministério da
Saude como parte do cuidado pré-natal (LIMA et al., 2020). Pois, durante o periodo
gestacional, é aconselhavel incorporar suplementos de micronutrientes como um meio
de complementar a ingestdo nutricional (VIVEIROS et al., 2021). Visto que as
gestantes apresentam uma maior suscetibilidade as caréncias de micronutrientes
devido ao aumento das demandas nutricionais necessarias para o desenvolvimento
da placenta e do feto (LI et al., 2017). Portanto, a suplementacao durante esta fase
inicial pode ser de crucial importancia para promover o desenvolvimento da crianca
(MACEDO et al.,2019). Entre os suplementos mais indicados no periodo gestacional,
encontram-se minerais e vitaminas como, por exemplo, o acido félico (ANHE et al,
2021).

2.2 ACIDO FOLICO

Em 1931, Lucy Wills fez a descoberta do acido félico em um extrato de levedura
e confirmou sua eficicia no tratamento da anemia macrocitica tropical em mulheres
indianas no final da gravidez. Posteriormente, essa substancia passou a ser
conhecida como acido félico devido ao fato de ter sido isolada das folhas de espinafre
(MARTINEZ et al.,, 2009). Além disso, também pode ser identificado pelo termo
"Folato”", uma designacdo que abrange tanto as variantes naturais da vitamina,
presentes em alimentos ndo processados, quanto a forma sintética encontrada em
suplementos medicinais e produtos alimenticios fortificados (PONTES et al., 2017).

Essa substancia € hidrossolavel, reconhecida como vitamina B9 pertencente ao
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complexo B e é naturalmente abundante em vegetais de folhas verdes (UEHARA et
al., 2010).

No Brasil, as principais causas de Obito por anomalias congénitas que
ocupavam a 52 posicdo, em 1990, passaram para a 22 principal causa em 2015
(FRANCA et al., 2017). Como exemplo de anomalia congénita podemos citar, a falha
do fechamento do tubo neural causada pela deficiéncia do AF (SANTOS et al., 2007).
O AF, atua em vérias fungfes fisioldégicas do corpo, incluindo o metabolismo de
aminoacidos, a sintese de DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico), no desenvolvimento do tecido nervoso e na prevencéo de malformagdes
congénitas que ocorrem durante o desenvolvimento fetal (LIMA et al., 2020).

Segundo Maia et al. (2014), durante a gravidez, o AF é fundamental, pois nesse
periodo, ha um aumento na eritropoiese, além do rapido desenvolvimento dos tecidos
do feto, com isso ha uma demanda por essa vitamina para suportar o processo de
multiplicacdo celular. Dessa forma, € necessario uma nutricdo e suplementacao
apropriada no primeiro trimestre gestacional, periodo que € importante para o
desenvolvimento e diferenciagdo dos diversos 6rgéos fetais (MAGNO et al., 2011).
Um ensaio clinico foi realizado com gestantes, durante o segundo e terceiro trimestre,
ingerindo AF na dose de 400 microgramas por dia, as criangas foram avaliadas aos 3
anos de idade por meio da Escala de Desenvolvimento Infantil de Bayley e, aos 7
anos, pela Escala Wechsler de Inteligéncia Pré-escolar e Primaria (MCNULTY et al.,
2019). Esta pesquisa mostrou que criancas cujas maes utilizaram o AF tiveram
melhores resultados cognitivos e melhor desempenho, quando comparadas as

criancas nas quais as maes receberam placebo (MCNULTY et al., 2019).

2.3 PESTICIDAS COMERCIAIS

O Brasil é considerado o maior comprador de pesticidas do mundo e aprovou
a utilizacdo de diversos novos produtos que sdo proibidos em outros paises
(CLARKE, 2019). Cerca de 80% destes pesticidas sdo proibidos, no minimo, em trés
paises da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
da comunidade europeia, mas séo liberados para a venda no Brasil (PANIS et al.,
2022). Em 2020, no territorio brasileiro, foram comercializadas mais de 685 milhdes
de toneladas de pesticidas (IBAMA, 2022). Isto visa favorecer a alta produtividade
agricola (GONCALVES et al.,, 2022) com o objetivo de garantir a producao

eficiente dos alimentos devido a crescente populacdo mundial (GARCIA et al., 2022).
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Além disso, sdo bastante utilizados desde a agricultura, como por exemplo, para o
controle de pragas agricolas, como também na area residencial, industrial
(JOHNSTONE et al., 2017) e veterinaria (ABDEL-DAIM; EL-GHONEIMY, 2015).

Nos Ultimos anos, a preocupacdo em relacdo ao uso indiscriminado
de pesticidas tem aumentado (GONCALVES et al.,, 2022). Ainda, a aplicagcdo dos
pesticidas visa minimizar perdas na agricultura, ocasionadas pelas pragas,
e consequentemente mantém a alta produtividade agricola (GARCIA et al., 2022). Em
consequéncia estes pesticidas sdo capazes de chegar aos recursos hidricos devido
as chuvas e consequentemente serem lixiviados, ocasionando risco de efeitos
toxicos para a vida humana e aquatica (ARSLAN et al., 2017). Portanto, é concedido
aos poluentes quimicos, como os pesticidas um alerta (OBIEDZINSKI e
KORZYCKAIWANOW et al., 2005). No Brasil, com as realizagdes de testes, em 2014
foram detectadas a presenca de pesticidas em 75% das aguas e em 2017, este indice
chegou a 92% (ARANHA et al, 2019). Por causa dessa rapida
disseminacao, provavelmente, ao longo dos anos, quase todas as aguas das torneiras
do pais estardo contaminadas por pesticidas (PRADO et al., 2022).

Usuarios que manipulam pesticidas podem estar expostos a
guantidades maiores do que as encontradas no ambiente (LIU et al., 2018), como por
exemplo, os trabalhadores agricolas por causa da exposicdo ocupacional (SANTOS
et al., 2022). Os pesticidas também estdo presentes nos alimentos devido ao manejo
do solo, entretanto € toxico para os humanos quando estdo acima dos limites
méximos residuais (JARDIM et al., 2012). Segundo Prata et al. (2022), com a anélises
realizadas, na alimentacdo infantil, foram encontrados nas carnes e vegetais
no minimo um residuo de pesticida em cerca de 85% das amostras.

Dentre os pesticidas, os inseticidas sao reconhecidos devido aos seus
riscos ecoldgicos (STOATE et al., 2009) e também aos seres humanos (LIU et al.,
2018). E, dentre os inseticidas, enfatizamos os piretroides, tendo em vista que a
exposicado a estes pesticidas oferece riscos a saude publica principalmente pela
toxicidade crbnica (GUO et al.,, 2018). Agora, detalharemos os piretroides

evidenciando a deltametrina.

2.4 ADELTAMETRINA COMO INSETICIDA
Os piretréides sdo ésteres sintéticos que sdo extraidos do principio ativo da

flor do género Chrysanthemum sp. (STARR et al., 2008). Sdo separados em



17

piretréides tipo | e tipo Il, sendo a deltametrina (Del) um dos piretroides, classificado
no tipo I, amplamente utilizado na agricultura (GUO et al., 2018) para a protecao de
hortalicas contra pragas (MATYJASZCZYK, 2015). A Del possui uma ampla
aceitabilidade para fins agricolas (AKTAR et al., 2009) tendo em vista que é muito
eficaz contra um amplo espectro de insetos (KUDER et al., 2017). A Del contamina o
inseto através do contato ou pela ingestdo do composto (TU et al., 2012), pois como
€ muito lipofilica, penetra na cuticula destes animais (ERDOGAN et al., 2011). A Del
age nos neurdnios dos insetos prejudicando o funcionamento dos canais de
sédio dependentes de voltagem (JOHNSTONE et al., 2017) e com isso leva o animal
a morte (TU et al., 2012).

2.5 TOXICIDADE DA DELTAMETRINA EM MODELOS ANIMAIS

A Del, em testes realizados com roedores, demonstrou ter efeitos toxicos
como a agdo genotdxica devido ao estresse oxidativo, causando danos no DNA
(MAALEJ, 2017). Ademais, a Del age interrompendo a funcionalidade do canal de
sodio dependente de voltagem (JOHNSTONE et al., 2017), pois proporciona o efeito
de prolongar a abertura destes canais de sodio (CHEN et al., 2017).

No experimento realizado com o zebrafish como modelo animal, a
Del ocasionou apoptose, toxicidade no  desenvolvimento  embrionario,
problemas cardiovasculares como as malformacgdes, edema pericardico, edema do
saco vitelino (LI et al., 2019). Ademais, a Del pode ocasionar deformidades nas larvas,
gue pode estar associada ao desenvolvimento embrionario da notocorda, como a
flexdo do corpo, o corpo com o comprimento encurtado, diminuicdo na regido da
cabeca e areas dos olhos de modo dose-dependente (LI et al., 2019). Além disso, com
a exposicdo do zebrafish a Del, demonstrou que devido as alteragbes no sistema
nervoso, 0 comportamento agressivo aumentou significativamente (STRUNGARU et
al., 2019).

A pesquisa realizada por Kannarkat et al. (2015) demonstraram que a
exposicdo & Del pode ocasionar problemas neurotoxicos como convulsdo
e comprometimento da memoria em camundongos como modelo animal. Um
exemplo disto, é que de acordo com Richardson et al. (2015), o seu experimento
evidencia que a prole de camundongos expostos a Del teve problemas de memoaria e

déficit de atencao, hiperatividade, o que se assemelha a criancas com TDAH.
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2.6 RISCOS DOS PIRETROIDES PARA GESTANTE

Os pesticidas piretroides apesar de possuirem como finalidade a eliminacao
de insetos, podem também atingir espécies ndo-alvos, como 0os humanos, por serem
frequentemente utilizados na agricultura, no uso domeéstico e de jardinagem
(BRAVO et al., 2019).

A placenta é um orgao fundamental para feto, formado durante a gravidez,
pois através do sistema circulatorio ocorre o fornecimento de oxigénio e
nutrientes (FERNANDEZ-CRUZ et al., 2020). Por meio da conex&o entre a mae e feto
€ possivel que residuos de pesticidas atinjam os tecidos fetais, pois os piretréides
possuem alta solubilidade o que facilita a passagem pela barreira placentaria (LEMOS
etal., 2011).

No pré-natal, os inseticidas podem prejudicar o desenvolvimento fetal (HOCINE
et al., 2016), mesmo em baixas concentra¢des, podendo ocasionar danos severos ao
sistema nervoso (BERTON et al., 2014; GONZALEZ-ALZAGA et al., 2014).

As gestantes estdo em contato com o0s pesticidas por meio de diversas
formas (HOCINE et al., 2016). Pois, é considerado que essa exposi¢cao ocorra através
da ingestdo, contato com a pele e inalacdo, seja pelo uso doméstico ou pela
proximidade com areas de pulverizacdo de pesticidas (BRAVO et al., 2019). Ainda,
a exposicao a Del pode ocorrer mesmo apds o0 nascimento, através do leite materno
(PALMA et al., 2014).

Segundo Bouwman et al. (2006), em trés cidades na Africa do Sul,
152 amostras de leite materno foram encontradas com residuos de piretréides. Tendo
em vista que o principal receptor de pesticidas € o tecido adiposo, o leite materno
serve como um oOtimo indicador para medir a concentracdo de contaminagdo por
residuos de pesticidas (RACHMAWATI et al., 2021).

2.7 DANIO RERIO COMO MODELO DE INTOXICACAO FETAL

O zebrafish (Danio rerio) € um modelo animal bastante utilizado na pesquisa
cientifica para entender os impactos de pesticidas no desenvolvimento embrionario
(STRUNGARU et al., 2019). Visto que este modelo tem uma semelhanca genética
com os humanos de 70% (HOWE et al., 2013) e uma fisiologia notavelmente
preservada, com a maioria de seus orgaos desempenhando fungcbes analogas as

encontradas nos mamiferos (SILVA et al., 2023). Isto estabelece uma base de
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comparacao com a fisiologia humana, especialmente durante os estagios iniciais da
vida (MACRAE CA e PETERSON RT, 2015).

O zebrafish tem se tornado um dos modelos mais utilizados, para avaliagao do
desenvolvimento embrionario na pesquisa cientifica (OIKONOMOU et al., 2017; LI et
al., 2019). Pois, tem vantagens em comparac¢ao aos modelos murinos para avaliacao
do desenvolvimento embrionario, evitando processos invasivos e condicbes de
estresse para as maes (SILVA et al., 2023). Tendo em vista que 0S 0ovosS Sao
opticamente transparentes e desenvolvimento embrionario externo (SARASAMMA et
al.,, 2017; MILLER et al., 2018). Além disso, a fase do desenvolvimento do
zebrafish apos 24 horas, po6s-fertilizacdo, corresponde ao fim da segmentacdo e o
inicio do estagio embrionéario de faringula, o que pode ser equiparado a gestacao
humana por volta do final do primeiro trimestre (FERNANDES et al.,2015).

A andlise da biologia do desenvolvimento do zebrafish € uma 6tima ferramenta
de estudo pois proporciona vantagens devido ao seu rapido desenvolvimento, sendo
possivel observar o desenvolvimento de 6rgéo vitais em dias, diferente da triagem
de roedores que levam semanas ou meses (BLOUNT et al., 2022), além do baixo
custo de manutencéo (MILLER et al., 2018).
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Investigar o efeito protetor do acido félico como suplemento alimentar contra a

intoxicagéo fetal por deltametrina em modelo de zebrafish (Danio rerio).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito protetor do &cido folico contra a intoxicacéo fetal por
deltametrina na epibolia do zebrafish;

e Analisar o efeito protetor do acido félico contra a intoxicacéao fetal por
deltametrina na taxa de sobrevivéncia do zebrafish;

e Avaliar o efeito protetor do acido folico contra a intoxicacdo fetal por
deltametrina nos animais afetados e frequéncia cardiaca;

e Averiguar o acido félico como agente protetor contra a intoxicacao fetal por
deltametrina na taxa de eclosdo embrio-larval do zebrafish.
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4. METODOLOGIA
4.1 MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e
Comportamento Animal (LECA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), biotério cadastrado na plataforma do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CIUCA-CONCEA). Os procedimentos adotados para o
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE,
licenca 6861290622.

Os animais utilizados para a reproducéo foram adultos com aproximadamente
1 ano de idade, pertencentes a linhagem selvagem (WT), do plantel do Biotério do
LECA. Os mesmos foram acondicionados em aquarios de 80 litros, com um sistema
de circulagdo constante de agua, equipado com um mecanismo de filtragem. Os
parametros abioticos da agua foram mensurados semanalmente, com a temperatura
de26+1°C,o0pHde 7,5+0,5, o nivel de oxigénio dissolvido de 11 mg/L com aeracao
artificial e o fotoperiodo com ciclo de 14/10 h (claro/escuro), em conformidade com as
diretrizes da OCDE 236 (2013) e Santos et al. (2023). Estas condi¢des abioticas foram
mantidas durante todos os experimentos. A alimentacdo dos animais foi fornecida
duas vezes ao dia, sendo utilizada racdo extrusada de origem comercial, que
apresentava um teor de proteina bruta de 30% e nauplios de artémia recém eclodida

(Artemia spp.).

4.2 OBTENCAO DOS EMBRIOES

Os embrides foram obtidos de acordo com o protocolo de Westerfield (2000),
onde os animais adultos foram alocados em aquarios de desova (Zeb Clean, Alesco)
na proporcao de 2:1 macho/fémea. A reproducao ocorreu no inicio da manha. Apoés a
desova, 0s ovos inviaveis foram descartados e os viaveis (fertilizados e néo-
coagulados) foram coletados aleatoriamente 30 minutos apés a fecundacédo, e
acondicionados em potes estéreis de poliestireno (capacidade de 80 mL) (OCDE 236,
2013) para a formacdo dos grupos experimentais. Os grupos formados foram

incubados em condicdes fisico-quimicas controladas conforme descrito acima.

4.3 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES
Foram utilizados no experimento o inseticida comercial deltametrina (Del) (Lote
# 0003-21-10200, registro CAS 52918-63-5) obtido do comércio local. O acido félico
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(AF) (Lote # WXBD4723V, registro CAS 59-30-3) foi adquirido da SIGMA (St. Louis,
MO, EUA) e o solvente dimetilsuféxido (DMSO) (Lote # 85713, registro CAS 67-68-5)
foi obtido da Dinamica (Brasil). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
Inicialmente foi feita uma solucéo estoque de deltametrina com concentracdo nominal
de 25000 pg/L, a partir da diluicdo de 100 pL de Del (25¢/L) em 1 mL de DMSO, em
seguida foi adicionado agua destilada até volume 100 mL. Desta solugdo estoque foi
retirada uma aliquota e adicionado em 80 mL de agua declorada para obter uma
solucéo final de 500 ug/L de Del. Para producéo de uma concentracao final de 50 e
75 pUM de AF, foi preparada uma solugao estoque de AF com concentragdo nominal
de 1000 uM, a partir da diluicdo de 0,50 mg de AF em 1 mL de etanol absoluto,
posteriormente foi adicionado 3 mL de DMSO e homogeneizado em agitagéo
mecanica (7 g) sendo adicionado lentamente agua destilada até obter volume final de
100 mL com completa volatilizacdo do etanol. O solvente DMSO foi obtido uma

concentracao final < 0,01%, que ndo é toxica para o peixe.

4.4 INTOXICAQAO FETAL COM DELTAMETRINA

Os embrides saudaveis foram selecionados para formacdo dos grupos
experimentais com as concentracdes descritas na Tabela 1 para os experimentos de
toxicidade aguda seguindo a OCDE 236 (2013). A concentracao de Del utilizada como
modelo para intoxicagcédo fetal foi baseada no trabalho de Silva et al. (2023). Os
embrides também foram tratados com o AF de acordo com Cadena et al. (2020) com

intuito de avaliar a prote¢cé&o do AF contra a intoxicacgéo fetal pela Del.

Tabela 1. ConcentragBes dos compostos quimicos utilizados nos testes de toxicidade aguda com
exposicao por 6 e 22 h.

Grupo Experimental Deltametrina (ug/L) Acido folico (uM)
Teste de toxicidade aguda com 6 h de exposicao
Controle (Grupo Con) 0 0
Acido félico (Grupo AF) 0 75
Deltametrina (Grupo Del) 500 0
Acido félico + Deltametrina (Grupo AF50+Del) 500 50
Acido félico + Deltametrina (Grupo AF75+Del) 500 75
Teste de toxicidade aguda com 22 h de exposicao
Controle (Grupo Con) 0 0
Acido folico (Grupo AF) 0 75
Deltametrina (Grupo Del) 500 0

Acido félico + Deltametrina (Grupo AF75+Del) 500 75




23

Um primeiro experimento de toxicidade aguda com 6 h de exposicao foi
realizado para avaliacdo da epibolia com 8 hpf utilizando as concentracdes descritas
na Tabela 1. Durante essa etapa do teste, foi possivel determinar quais concentracdes
de AF testadas teriam um efeito protetor contra a intoxicacao fetal por Del. Depois, um
segundo experimento foi realizado com teste de toxicidade aguda por 22 h de
exposicao, utilizando também as concentracdes descritas na Tabela 1. Apds 24 hpf,
os embrides foram lavados com agua destilada e mantidos em agua declorada
durante 96 hpf, com troca de agua diaria (OCDE 236, 2013) para a avaliacdo do

desenvolvimento embrionério dos animais.

4.5 EPIBOLIA

A epibolia foi analisada apés teste de toxicidade aguda em 8 hpf, onde foram
selecionados embrides de zebrafish (5 grupos x 35 animais com n = 175), apés um
periodo exposicdo por 6 h conforme grupos experimentais descritos na Tabela 1.
Inicialmente, os embrides foram fixados em paraformaldeido a 4% (PFA) em tampéao
fosfato 100 mM, pH 7,4, por 24 h, em seguida lavado por 3 vezes com 0 mesmo
tampdo e armazenados para analise (MARRS et al., 2010; CADENA et al., 2020b;
SILVA et al., 2023). As imagens foram capturadas por meio de microscopio éptico
(modelo Bel Solaris-T) equipado com camera (modelo Bio-HDMI). A medicdo da
epibolia foi realizada por meio do software Image J (versdo 1.53e, 2021, National
Institutes of Health, MD). As medicBes foram realizadas considerando a extensao
entre o polo animal e o anel germinativo (CADENA et al., 2020b; SALES-CADENA et
al., 2021).

Fluxograma 1. Teste de toxicidade aguda com exposi¢do por 6 h, para avaliacao da epibolia.
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4.6 ANALISE DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Os estagios de desenvolvimento dos embrides e das larvas foram avaliados em
teste de toxicidade aguda por 96 hpf utilizando os 4 grupos experimentais conforme a
Tabela 1 (15 animais x 6 réplicas x 4 grupos totalizando n = 360 animais). Neste estudo
foi avaliado a taxa de sobrevivéncia, efeitos teratogénicos e frequéncia cardiaca. A
taxa de sobrevivéncia foi avaliada diariamente por 144 hpf. Os efeitos teratogénicos
foram avaliados em 24 e 72 hpf e foram observados a presenca ou auséncia de edema
no pericardio (EP), edema do saco vitelino (ESV), coagulacdo (CG), deformacéo da
coluna vertebral (DCL), deformacé&o da cauda (DCA) e atraso no desenvolvimento. Os
animais foram considerados afetados quando apresentavam ao menos um dos efeitos
teratogénicos citados ou mortalidade (OECD, 2013; SILVA et al., 2019; CADENA et
al., 2020a; CADENA et al., 2020b, SANTOS et al., 2023). A frequéncia cardiaca foi
analisada em 48 e 96 hpf através da contagem manual dos batimentos por 15
segundos (SILVA et al., 2019). A taxa de ecloséo foi avaliada em 72 hpf, obtendo éxito
guando o animal rompia a barreira do cérion, com a cabeca ou com a calda
(KRANERT et al., 2022). As analises foram realizadas com o auxilio de microscopio
Optico Bel Photonics Solaris-T com lampada de LED e camera (Hayear Mod. HY-2307
e software S-EYE 1.4.2.474).

Fluxograma 2. Teste de toxicidade aguda com exposi¢éo por 22 h, para avaliagdo do desenvolvimento

embrio-larval.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados na forma de média + desvio padrdo. Os
resultados foram analisados utilizando one-Way ANOVA. Quando a diferenca foi
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. O software utilizado para as anélises
estatisticas é o Origin Pro Academic 2015 (Origem Lab. Northampton, MA, EUA).
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5. RESULTADOS
Os dados referentes a epibolia sdo apresentados na Figura 1. A partir da Figura

1, observou-se que a epibolia dos embrides de zebrafish no grupo controle se
mantiveram dentro da normalidade (KIMMEL et al., 1995) validando 0s nossos
resultados. Nao foi observado no grupo tratado com o AF 75 uM atraso na epibolia,
indicando que o AF nesta concentracdo nao apresentou toxicidade. Entretanto, a
epibolia foi significativamente reduzida na exposicdo a Del 500 pg/L e o tratamento
com o AF 50 uM néo apresentou efeito protetor contra a intoxicagao fetal por Del. Ja
a concentracdo de AF 75 pM apresentou efeito protetor contra Del mantendo a

epibolia dentro da normalidade quando comparada com o grupo controle.
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Figura 1. Percentual da epibolia de embrides de zebrafish, avaliados em 8 hpf, dos grupos
experimentais com as concentra¢ées de Del 500 pg/L, AF 75 uM, AF 50 uM + Del, AF 75 uM + Del por
6 h. Todos os grupos experimentais foram comparados ao controle por one-way ANOVA (F (4, 209) =
19,4, p < 0,001). A epibolia foi considerada significativa (*) quando p < 0,05.

Nos resultados referentes a sobrevivéncia (Figura 2), observou-se que o
percentual de sobrevivéncia dos embrides de zebrafish do grupo controle manteve-se
na normalidade, sendo maior do que 90%, validando os nossos dados (OCDE 236,
2013). Ainda, 0 mesmo ocorreu com 0s demais grupos experimentais (Figura 2). Isto
foi observado, pois 0 modelo de intoxicacéo fetal por Del usado neste trabalho se

baseia no fato de que utilizamos a maior concentragdo que provocava o maximo de
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efeitos subletais e 0 minimo letais (SILVA et al., 2023). Adicionalmente, néo foi visto
efeito toxico do AF nas concentracdes estudadas (CADENA et al., 2020) e nem

sinergia com Del.

110
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Taxa de sobrevivéncia (%)

901 e Del 500 pgiL
—A— AF75 uM
—w— AF75 uM+Del
80 .
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia até 144 hpf das larvas de zebrafish dos grupos experimentais com as
concentracdes de Del 500 ug/L, AF 75 uM, AF 75 uM + Del. Cada grupo experimental foi comparado
ao controle por two-way ANOVA (F (3, 119) = 0,03, p < 0,99) e tempo ANOVA (F (4, 119) = 7,05, p <
0,001), foi considerada significativa (*) quando p < 0,05.

O resultado dos animais afetados no modelo de intoxicacédo fetal por Del em 24
e 72 hpf sdo apresentados na Figura 3 (A e B). Os animais ndo apresentaram efeitos
teratogénicos no grupo controle. Entretanto, Del apresentou efeitos teratogénicos
principalmente em 72 hpf, como edema de pericardio, edema de saco vitelinico,
deformacédo de coluna e deformacédo de cauda. AF ndo apresentou efeitos toxicos no

periodo estudado e ndo protegeu contra os efeitos téxicos da Del (Figura 3A e 3B).
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Figura 3: (A) Percentual animais afetados durante 24 hpf. Todos os grupos experimentais foram
comparados ao controle por one-way ANOVA (F (3, 23) = 3,77, p < 0,03); (B) percentual de animais
afetados durante 72 hpf. Os grupos experimentais foram comparados ao controle por one-way ANOVA
(F (3, 23) = 16,41, p < 0,001). Os animais afetados foram considerados significativos (*) quando p <
0,05; (C) frequéncia cardiaca durante 48 hpf. Comparados ao controle por one-way ANOVA (F (3, 356)
= 3,81, p < 0,01); (D) frequéncia cardiaca durante 96 hpf. Todos os grupos experimentais foram
comparados ao controle por one-way ANOVA (F (3, 352) = 3,58, p < 0,01). Os grupos experimentais
foram considerados significativos (*) quando p < 0,05.

Os dados resultantes da frequéncia cardiaca demonstraram que durante a 48
hpf ndo houveram diferencas significativas entre o controle e os demais grupos
experimentais (Figura 3C). Porém, nas 96 hpf a concentracéo de Del 500 pg/L afetou
a frequéncia cardiaca, pois apresentou uma reducao significativa (Figura 3D). Nos

grupos tratados com AF 75 pM nédo houve efeito tdxico nos batimentos cardiacos
indicando efeito protetor contra a intoxicacao fetal pela Del (Figura 3D).
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Figura 4: Percentual da taxa de eclosdo do zebrafish em 72 hpf com as concentracdes de Del 500
pa/L, AF 75 uM, AF 75 uM + Del. Todos os grupos experimentais foram comparados ao controle por
one-way ANOVA (F (3, 23) = 1,57, p < 0,23). Os grupos experimentais foram considerados significativos
(*) quando p < 0,05.

Analisada em 72 hpf, o percentual da taxa de eclosé&o apresentada na Figura
4, demonstrou que a exposicao a Del e ao tratamento com o AF nao influenciou na
taxa de eclosdo. Baseado nos resultados, observou-se que AF apresentou uma

protecédo parcial contra a intoxicacao fetal por Del.
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6. DISCUSSAO

Em nossa pesquisa, propomos o zebrafish como modelo para avaliar o efeito
protetor do AF como suplemento alimentar contra a intoxicagéo fetal por Del. Devido
ao fato de que o desenvolvimento inicial dos mamiferos ocorre no utero, ocorre
dificuldade na avaliacdo dos efeitos toxicos de compostos quimicos (CADENA et al.,
2020b) neste estagio do desenvolvimento. Isto leva a necessidade de desenvolver
modelos alternativos para o estudo da intoxicagdo como visto em nosso trabalho.

Os resultados obtidos possibilitaram a andalise, de modo néo invasivo, do
desenvolvimento embrionario do zebrafish e a compreensédo do AF como agente de
protecdo aos efeitos tdxicos induzidos pela Del. O periodo de exposicdo utilizado
corresponde a fase embrionaria do zebrafish (BARS et al., 2021), que, como modelo,
compartilha caracteristicas epigenéticas de desenvolvimento semelhante aos
mamiferos (BALASUBRAMANIAN et al., 2019), o que permite a extrapolacdo dos
efeitos visualizados em nosso trabalho com mamiferos (SILVA et al., 2023).

Os resultados deste estudo revelaram uma significativa reducéo na epibolia na
concentracdo de Del de 500 pg/L, corroborando com Silva et al. (2023), que também
observou uma diminuicdo no percentual da epibolia ao expor o zebrafish a 500 ug/L
de Del durante 8 hpf. Segundo Liu et al. (2018), a exposicdo a Del pode
influenciar reduzindo a tens&o superficial do coérion, que, por sua vez, poderia
ocasionar atrasos no desenvolvimento, incluindo o processo de epibolia. Portanto,
essas informacdes fornecem uma fundamentacao tedrica para a interpretacdo dos
efeitos tdéxicos observados quando os animais foram expostos a Del na epibolia.
Adicionalmente, neste estudo, os grupos tratados com AF 75 UM nao apresentaram
efeitos toxicos na epibolia, sugerindo que o AF protegeu contra a intoxicagéo fetal por
Del. De modo que é semelhante com a pesquisa em que o tratamento com o AF 75
UM ndo afetou na epibolia, mas protegeu contra defeitos induzidos pelo etanol
(CADENA et al., 2020b). Contudo, a concentragdo de AF 50 pM néo reduziu a
toxicidade induzida pela exposicao ao etanol (CADENA et al., 2020b). De maneira
equivalente, o AF 50 uM néo teve efeito protetor contra a intoxicagao fetal induzida
pela exposicéo a Del.

Outros autores observaram resultados semelhantes em relacdo aos efeitos
teratogénicos encontrados em zebrafish quando expostos a Del, como os edema de
pericardio, edema de saco vitelinico, deformacdo de coluna e deformacédo de cauda
(PARLAK, 2018; LI et al.,, 2019; MIAO et al., 2023). Esses efeitos teratogénicos
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também foram vistos em nosso estudo, o qual também foi encontrado por Silva et al.
(2023) na concentracdo de Del 500 pg/L. N6s buscamos diminuir o percentual de
animais afetados pela Del através da prote¢cdo com AF 75 uM, seguindo a abordagem
adotada por Cadena et al. (2020b). Neste estudo anterior também utilizou o AF para
a protecao de defeitos induzidos pelo etanol, e, embora o AF ndo tenha protegido
completamente, demonstrou uma reducado significativa no percentual de animais
afetados. Diferentemente, em nossa pesquisa, ndo observamos este efeito protetor
contra os efeitos teratogénicos induzidos pela Del isto pode indicar que a Del pode ser
mais toxica do que o etanol.

Pesquisa anterior evidenciou que a exposi¢cao a Del resultou em toxicidade
cardiovascular em larvas de zebrafish com 72 hpf, demonstrando efeitos como a
reducdo na frequéncia cardiaca (LI et al., 2019). A reducao da frequéncia cardiaca
também foi observado em nosso estudo. De acordo Ma et al. (2012) foi relatado que
a suplementacdo de AF pode proteger contra os defeitos cardiacos induzidos pela
exposicao ao selenito. Ainda, também foi demonstrado em embrifes de zebrafish que
a suplementacéo de AF diminuiu os defeitos cardiacos induzidos por particulas finas
de poluicdo (YUE et al.,, 2017). Portanto, o AF € amplamente conhecido por sua
efichcia na prevencdo aos defeitos cardiacos congénitos (MA et al., 2012) o que
corrobora com os achados do nosso trabalho, pois o tratamento com o AF nédo
apresentou efeito toxico e protegeu contra os efeitos cardiotoxicos ocasionados pela
Del.

Da mesma forma que foi observado por Miao et al. (2023), a exposi¢éo a Del
também né&o afetou a eclosdo dos embrides em nosso estudo. Adicionalmente, de
acordo com Liu et al. (2018), nas 72 hpf, com a exposi¢ao a Del 100 pg/L ocorreu
mudanca na eclodibilidade, resultando no aumento da taxa de ecloséo. Ainda, estes
mesmos autores sugerem que a Del pode influenciar a tensao superficial do corion
causando uma ruptura mais facil. Entretanto, os mesmos trabalharam com zebrafish
linhagem AB que é um animal mais sensivel do que a linhagem selvagem (WT) usada

no nosso estudo. Isto poderia justificar a diferengca com 0s nossos resultados.
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7. CONCLUSAO

Diante do trabalho, podemos concluir que foi possivel investigar o acido félico
como suplemento alimentar contra a intoxicagéo fetal por deltametrina em embrides
de zebrafish, uma vez que o modelo utilizado se mostrou adequado para analisar o
efeito protetor desse suplemento alimentar. Os resultados demonstraram que nos
estagios iniciais do desenvolvimento o acido félico apresentou efeito protetor parcial
contra a intoxicacao fetal, principalmente em relacéo a epibolia e frequéncia cardiaca.
Portanto, é fundamental a ingestdo desse suplemento pelas gestantes visto que o
acido félico além de auxiliar no desenvolvimento do tubo neural conforme amplamente
utilizado pela literatura cientifica, também pode agir como um protetor parcial contra a
toxicidade de pesticidas como foi visto em nosso trabalho. Até o0 momento, néo foi
identificado nenhum suplemento alimentar que ofereca prote¢cdo completa contra a
exposicao aos pesticidas. Dessa forma, € crucial que as gestantes tomem precaucdes

para evitar o contato com esses produtos quimicos.
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Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CEUA/UFRPE) em 09/08/2023.

Pedido ap do @ CEVUA: Envi relatério parcial e estamos solicitando autorizagao para que novos discentes possam fazer parte da referida pesquisa
com animais. Estamos anexando através desta emenda, a comprovagao de capacitagdo da equipe.

Consideragdes da CEUA: Ap6s andlise da solicitacdo de Emenda da licenca CEUA N° 6861290622, esta Comissdo em Reunido Colegiada ordinéria decidiu por
manter o parecer do relator como APROVADA.

Término previsto: 09/2024

Origem: Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA

P . 3 x . . Quantidade
Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 0 a 144 horas s
Linhagem: Variadas Peso: 0alg
ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade

Total Aprovado Utilizada

Peixes Machos e Fémeas 2700 0
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