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RESUMO

Agentes neurotéxicos, tais como pesticidas, solventes organicos e metais, sdo capazes
de alterar a atividade normal do Sistema Nervoso Central (SNC). O manganés (Mn) é um
metal encontrado no ambiente que, quando em excesso, acumula-se no SNC, tornando-
se um perigo potencial para a saude. Além do Mn, outros agentes neurotoxicos podem
causar alteracdes, levando a déficits em sistemas de neurotransmissédo. O crescimento
de pragas de lavoura tem aumentado exponencialmente o uso de agrotdxicos para
manutencdo de planta¢des. O fungicida tebuconazol € um triazol utilizado em culturas
como a cevada, trigo, amendoim e frutas do pomar e relacionado com alteracdes
comportamentais e oxidativas. O inseticida diclérvos, pertence a familia dos
organofosforados atuando através da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), que leva a
hiperestimulacéo dos receptores colinérgicos. O sistema colinérgico é caracterizado pela
acado da acetilcolina (ACh) nos receptores muscarinicos e nicotinicos. O nivel dessa
molécula é regulado pela acetilcolinesterase (AChE), que catalisa a degrada¢éo da ACh
em colina e acetato. O sistema purinérgico € caracterizado pela acdo do ATP e adenosina
(ADO) nos purinoreceptores P2 e P1, respectivamente. Os niveis dessas moléculas séo
regulados pela acdo das ectonucleotidases que catalisam a hidrolise do ATP a adenosina
(ADO). A ADO pode ser desaminada a inosina (INO) pela acdo da adenosina desaminase
(ADA). A dopamina (DA), sintetizada a partir da L-DOPA, € o neurotransmissor do
sistema dopaminérgico e age através dos seus receptores Di-Ds, controlando o inicio e
execucdo do movimento. Portanto, este estudo visa avaliar os efeitos da exposicédo ao
manganés e agrotoxicos, tais como diclérvos e tebuconazol, sobre parametros
comportamentais em peixe-zebra nos estagios larval e adulto, bem como os seus efeitos
sobre a sinalizacd@o purinérgica, colinérgica e dopaminérgica. A exposi¢cdo ao MnClz nos
estagios iniciais de desenvolvimento (1 hpf - 5 dpf) foi capaz de reduzir a distancia
percorrida, o angulo de giro absoluto e o tempo de mobilidade das larvas aos 5, 7 e 10
dpf. Além disso, causou um aumento nos niveis de TH aos 5 e 7 dpf, seguido por uma
reducdo em 10 dpf. Também foi observado um aumento dos marcadores de morte
celular. Em animais adultos, a exposicdo ao longo de 96 horas causou redugao na
distancia percorrida, numero de cruzamentos e angulo de giro absoluto, e ainda uma
reducdo na aquisicdo de memoria através da tarefa de esquiva inibitéria. Além disso, o0s
animais adultos expostos a MnClz apresentaram aumento nos niveis de marcadores de
morte celular, além de TH e DOPAC (acido 3,4-di-hidroxifenilacético) no encéfalo. A
exposicao por 96 horas a este metal também foi capaz de inibir a atividade das NTPDases
e da ecto-ADA e reduzir os transcritos de RNAmM do gene ADA2.1, além de aumentar os
niveis de ADP e reduzir a quantidade de AMP, ADO e INO no meio. O tebuconazol foi
capaz de aumentar a distancia ocular de larvas aos 5 dpf e reduzir a capacidade
exploratdria desses animais, e ainda diminuir a atividade locomotora de peixe-zebra
adultos expostos por 96 horas. Além disso, este fungicida diminuiu a atividade da AChE
tanto em larvas de 5 dpf, quanto em encéfalo de animais adultos. Além do mais, 0
tebuconacol aumentou a expressao relativa de mMRNA da AChE em larvas, no entanto,
ndo alterou em adultos. A exposi¢do ao diclérvos, nas fases iniciais do desenvolvimento
(1 hpf - 7 dpf), reduziu o tamanho corporal, a taxa de batimentos cardiacos e a superficie
dos olhos de larvas de 7 dpf, bem como afetou a capacidade de escape de larvas aos 7
e 14 dpf. Aléem disso, reduziu a capacidade exploratoria aos 7 e 14 dpf, padrdao mantido



guando os animais tornaram-se adultos jovens aos 30 dpf, e adultos aos 70 dpf. No
entanto, as analises realizadas aos 120 dpf mostraram recuperacdo da atividade
comportamental similar ao grupo controle. A analise aos 120 dpf da exposicdo ao
diclorvos nas fases iniciais do desenvolvimento sobre as enzimas do sistema purinérgico
mostrou que este inseticida é capaz de elevar a atividade da ecto-5-nucleotidase e
reduzir a atividade da ecto-ADA. Os resultados mostram que 0s agentes neurotoxicos,
tais como Mn, diclérvos e tebuconazol tém atuacao significativa sobre o comportamento
do peixe-zebra em estdgio larval e adulto, além de afetar diferentes sistemas de
neurotransmissao. Tais alteracdes comportamentais podem estar associadas aos déficits
observados nos mecanismos neuroquimicos e moleculares investigados.

Palavras chaves: Agrotoxicos; Manganés; Neurotoxicidade; Ectonucleotidases;
Adenosina Desaminase; Acetilcolinesterase; Dopamina; Peixe-zebra.



ABSTRACT

Neurotoxic agents, such as pesticides, organic solvents and metals, are capable to alter
normal CNS activity. Manganese (Mn) is a metal found in the environment, which when
in excess, accumulates in the CNS making it a potential hazard to health. In addition to
Mn, other neurotoxic agents can cause changes, leading to deficits in neurotransmission
systems. The growth of crop pests has exponentially increased the use of agrochemicals
to maintain plantations. The fungicide tebuconazole is a triazole used in crops, such as
barley, wheat, peanuts and orchard fruits and related to behavioral and oxidative changes.
The insecticide dichlorvos, belongs to organophosphate family, acts through the
acetylcholinesterase (AChE) inhibition, leading to hyperstimulation of cholinergic
receptors. Cholinergic system is characterized by the action of acetylcholine (ACh) on
muscarinic and nicotinic receptors. The level of this molecule is regulated by
acetylcholinesterase (AChE), which catalyzes degradation of ACh into choline and
acetate. Purinergic system is characterized by the action of ATP and adenosine on
purinoreceptor P2 and P1, respectively. The levels of these molecules are regulated by
ectonucleotidases, which constitute the extracellular cascade for ATP hydrolysis to
adenosine. Adenosine can be subsequently deaminated to inosine by action of adenosine
deaminase (ADA). Dopamine (DA), synthesized from L-DOPA, is the neurotransmitter of
the dopaminergic system and it acts through its Di-Ds receptors, controlling the start and
execution of movement. This study aims to evaluate the effects of exposure to manganese
and pesticides, such as dichlorvos and tebuconazole, on behavioral parameters in larval
and adult zebrafish, as well as its effects on purinergic, cholinergic and dopaminergic
signaling. Exposure to MnClz in the early stages of development (1 hpf - 5 dpf) was able
to reduce the distance traveled, absolute turn angle and mobile time of the larvae at 5, 7
and 10 dpf. In addition, it caused an increase in TH levels at 5 and 7 dpf, followed by a
reduction at 10 dpf. There was also an increase in markers of cell death. In adult animals,
exposure during 96 hours caused a reduction in distance traveled, number of line
crossings and absolute turn angle, and an inhibition on memory acquisition through the
inhibitory avoidance task. In addition, adult animals exposed to MnCl2 showed increased
levels of markers of cell death, TH and DOPAC (3,4-dihydroxyphenylacetic acid) in the
brain. The 96-hour exposure to this metal was also able to inhibit the NTPDases and ecto-
ADA activities and to reduce ADA2.1-mRNA transcripts, besides for increasing ADP levels
and reducing the amount of AMP, ADO and INO in the incubation medium. Tebuconazole
was able to increase the ocular distance of larvae at 5 dpf and reduce the exploratory
behavior of these animals, and still decrease the locomotor activity of 96 hours exposed
adult zebrafish. Moreover, this fungicide decreased AChE activity in both 5 dpf larvae and
brains of adult animals. Exposure to dichlorvos (1 hpf - 7 dpf) reduced body length,
heartbeat rate and larval surface at 7 dpf as well as affected the escape capacity of larvae
at 7 and 14 dpf. Further, it reduced exploratory behavior at 7 and 14 dpf, maintaining this
pattern when animals became young adults at 30 dpf, and adults at 70 dpf. However, the
analysis performed at 120 dpf showed a recovery of behavioral activity equal to the
control. In addition, the analysis of exposure to dichlorvos in the early stages of
development at 120 dpf on the enzymes of the purinergic system, showed that this
insecticide is able to elevate the ecto-5'-nucleotidase activity and reduce the ecto-ADA
activity. The results showed that neurotoxic agents, such as Mn, dichlorvos and
tebuconazole, play a role in the larval and adult behavior of zebrafish, and affect different



neurotransmission systems. Such behavioral changes may be associated with the deficits
observed in neurochemical and molecular mechanisms investigated.

Keywords: Pesticides; Manganese; Neurotoxicity; Ectonucleotidases; Adenosine
Deaminase; Acetylcholinesterase; Dopamine; Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

1.1 TOXICIDADE POR METAIS E AGROTOXICOS

O SNC dos vertebrados é composto pelo encéfalo e medula espinhal, possuindo
funcdes complexas e sofisticadas como a capacidade de controlar o comportamento,
aprendizagem, fala, memoria, desempenho de habilidades de rotina e interacdo com
ambiente social (Bjgrling-Poulsen et al., 2008; Julvez e Grandjean, 2009). Durante a vida
pré-natal, o SNC humano se desenvolve a partir das células de origem ectodérmica do
embrido para um 0Orgdo complexo constituido por milhares de milh6es de células
especializadas e altamente interligadas. Para alcancar o melhor desenvolvimento
cerebral, os neurdnios devem se mover ao longo de caminhos precisos, a partir de seus
pontos de origem até os locais designados, estabelecendo conexdes com outras células
e criando a comunicacao entre as células (Bjarling-Poulsen et al., 2008; Rice e Barone,
2000; Rodier, 1995). Todos esses processos devem ocorrer dentro de um periodo de
tempo rigidamente controlado e, cada estagio de desenvolvimento tem de ser alcancado
na programacao e na sequéncia corretas. Se um processo de desenvolvimento no SNC
€ interrompido ou inibido, existe um pequeno potencial para a reparacdo mais tarde, mas
caso essa reparacao nao ocorra, consequéncias permanentes podem ser desenvolvidas
(Bjarling-Poulsen et al., 2008; Rice e Barone, 2000).

Agentes neurotoxicos sdo capazes de alterar o desenvolvimento do SNC,

especialmente se a exposi¢cdo acontecer durante o inicio do periodo de desenvolvimento
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(Grandjean e Landrigan, 2006). Entre os agentes documentados estdo produtos quimicos
industriais, como pesticidas, solventes organicos ou metais, que sao comumente
encontrados no ar, alimentos, agua ou solo. Além disso, fumo, alcool e algumas drogas
também sao considerados agentes neurotoxicos (Huizink e Mulder, 2006; Julvez et al.,
2007). Se os processos de desenvolvimento do sistema nervoso imaturo sao
prejudicados, os efeitos podem ser duradouros e permanentes, levando a déficits na
capacidade mental e desordens comportamentais (Andersen et al., 2000; Bellinger et al.,
1987; Debes et al., 2006; Grandjean e Landrigan, 2006; Hu et al., 2006; Huizink e Mulder,
2006; Julvez et al., 2007). Com relacdo a aspectos sociais, as consequéncias da
neurotoxicidade durante o desenvolvimento incluem aumento da probabilidade de
insucesso escolar, produtividade econdmica diminuida e aumento do risco de
comportamento anti-social ou sociopatias (Grandjean e Landrigan, 2006). Além disso, ja
se sabe gque alguns metais, tais como zinco e ferro, e agrotdxicos, como o paraquat e o
carbaril, podem causar morte neuronal por apoptose em diversas areas cerebrais

(Bortolotto et al., 2014; Franco et al., 2010; Morris e Levenson, 2013; Schock et al., 2012).

1.1.1 Manganés

Comumente encontrado no meio ambiente, o manganés (Mn; Figura 1) é
necessario para o crescimento normal, desenvolvimento e homeostase celular (Erikson
et al., 2005a; Keen et al., 1981; 1986; 1999; Rehnberg et al., 1982). Especificamente, o
Mn é importante na formacdo dos ossos, metabolismo de lipideos e carboidratos,
regulacdo da glicemia e absorcédo de calcio. Embora rara, a deficiencia de Mn pode
contribuir para defeitos congénitos, diminuicdo da fertilidade, malformacdo Ossea,

fraqueza e maior susceptibilidade a convulsdes (Aschner et al., 2002; Keen et al., 1999).
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Em seres humanos e animais, o Mn funciona como um co-fator de varias enzimas
necessarias para a funcdo das células neuronais e gliais, bem como, das enzimas
envolvidas na sintese de neurotransmissores e no metabolismo (Butterworth, 1986;
Erikson e Aschner, 2003; Roth et al., 2013), tais como glutamina sintetase, arginase,
piruvato descarboxilase e superoxido dismutase mitocondrial (Wedler e Denman, 1984).
Além disso, dados in vitro tém demonstrado o papel do Mn no processo de formacéo de

astrocitos (Liao e Chen, 2001).

< % o= 4

Figura 1: Manganés. Disponivel em: (http://www.quimlab.com.br).

O Mn existe sobre varias formas quimicas, incluindo os estados de oxidagdo (Mn*?,
Mn*3, Mn**, Mn*®, Mn*"), sais (sulfato e gluconato) e quelatos (aspartato, fumarato,
succinato). Por ter propriedades quimicas verséateis, 0 Mn é muito utilizado na inddstria
na fabricacdo de vidros e ceramicas, em adesivos, solda, pintura e aditivos
antidetonantes da gasolina (metilciclopentadienil tricarbonil manganés - MMT) (Harford
et al., 2015; Najamuddin et al., 2016). As vias de exposi¢cao do Mn s&o principalmente
através da ingestdo, absorcdo dérmica e inalacdo (Harangi et al., 2016). Além disso, o

Mn na dieta € encontrado especialmente em cereais integrais, nozes e sementes,


http://www.quimlab.com.br/
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principalmente a partir de férmulas a base de soja, chas, legumes, abacaxi e feijoes
(Aschner et al., 2007; Krachler e Rossipal, 2000).

Apesar de sua essencialidade, quando em excesso, o0 Mn pode acumular-se no
SNC, tornando-se um perigo potencial para a saude, sendo seus principais grupos de
risco individuos que estdo constantemente expostos a produtos com altas concentracées
deste metal, tais como mineiros, soldadores, fabricantes de baterias e mecéanicos
(Cotzias e Greenough, 1958; Lander et al., 1999; Lucchini et al., 1997; Roth e Garrick,
2003; Wang et al., 2008). Além disso, a poluicdo com Mn tem sido um assunto de
preocupacao ambiental devido ao consumo de agua contaminada, bem como, um risco
com relacdo a nutricdo a partir de formulas a base de soja (Krachler e Rossipal, 2000).
Andlises do GIAIA (Grupo Independente para Avaliacdo de Impacto Ambiental),
realizadas apds o rompimento da barragem de Funddo, em Mariana-MG (Figura 2),
demonstraram que o nivel de Mn, encontrado na agua superficial do ponto J2 (ponto apos
a barragem de rejeitos), logo ap6s o desastre, era 53 vezes acima do limite permitido
pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) que € de 0,1 mg/L. Andlises ao
longo do caminho dos dejeitos mostraram que, no ponto J17 localizado no Rio Doce em
Regéncia-ES, os indices desse metal ainda apresenvavam-se aumentados em cerca de

10 vezes, mesmo longe do acidente (CONAMA, 2005; GAIA, 2016).



14

nz '

m
no

M | N, Q R

patnga

nz

aatnga

Figura 2: Mapa de pontos coletados na primeira expedi¢éo do relatério técnico do GIAIA.

Disponivel em: (http://giaia.eco.br).

Esse aumento dos niveis de Mn, elevando o contato com este metal pode acarretar
na sua deposicdo no SNC, que leva a uma doenca neurotoxicolégica grave denominada
manganismo (Bowler et al., 2011; Erikson et al., 2005b; Lucchini et al., 2009). Essa
desordem € caracterizada por um conjunto de sintomas extrapiramidais que se
assemelham a Doenca de Parkinson (DP), incluindo instabilidade postural, distonia,
fraqueza, tremores, salivacdo excessiva, distlrbio da fala, anorexia, apatia e dores
musculares e articulares (Bowler et al., 2011; Guilarte, 2010; Kim et al., 2011; Mergler e
Baldwin, 1997; McMillan, 1999; Olanow et al., 1996; Olanow, 2004; Pal et al., 1999; Roth,
2009). Pouco depois do aparecimento desses sintomas, 0s pacientes também
apresentam perda de memoria, comportamento compulsivo, ilusdes, delirios, e
desorientacéo, que é conhecido como loucura manganica, que se assemelha muito com

a esquizofrenia (Finkelstein et al., 2007; Shukla e Singhal, 1984; Tomas-Camardiel et al.,

2002; Zhang et al., 2011).


http://giaia.eco.br/
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Os mecanismos de neurotoxicidade do Mn, que levam a alteracbes
neuroquimicas, tais como comprometimento na homeostase do ferro, excitotoxicidade,
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, inducdo da agregacdo de proteinas e
alteracdo nas condicfes homeostaticas de outros metais bivalentes que compartilham
sistemas de transportadores (Aschner et al., 2002; Erikson et al., 2005a; Normandin et
al.,, 2004; Seth e Chandra, 1984) tém sido associados com danos nos neurdnios
dopaminérgicos no globo palido, estriado e substancia nigra (Aschner et al., 2005;
Liccione e Maines, 1989; Morello et al., 2008). Em geral, o0 Manganismo € inicialmente
ligado a alteracdo da neurotransmissao no globo palido, ao passo que a DP esta
preferencialmente associada a perda de neurénios dopaminérgicos na substantia nigra
(Lucchini et al., 2009). Apesar desta diferenca, os sintomas do Manganismo sdo muitas
vezes confundidos com parkinsonismo pelos médicos e, apesar das areas cerebrais
atingidas pelos dois transtornos serem distintas nas fases iniciais, ha evidéncias
crescentes de que a exposicdo crbnica a niveis elevados de Mn pode estar
correlacionada com o aumento da suscetibilidade para desenvolver o parkinsonismo,
mostrando a existéncia de sistemas neuroquimicos comuns sendo alterados (Gorell et

al., 1999; Hudnell, 1999; Kim et al., 2002).

1.1.2 Agrotoxicos

A agricultura é praticada pela humanidade ha mais de dez mil anos; no entanto, o
uso intensivo de agrotoxicos para o controle de pragas e doencas das lavouras existe ha
pouco mais de meio século (Londres, 2011). Na ultima década, o uso de agrotoxicos no
Brasil assumiu propor¢gbes assustadoras. Em 2011, as vendas de defensivos

movimentaram quase US$ 8,5 bilhdes, o dobro do apurado em 2005. Entre os anos de
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2006 e 2011, houve um aumento significativo nas vendas das principais classes de
defensivos agricolas (SINDAG, 2012). Desde 2008, o Brasil passou a ocupar o primeiro
lugar no ranking mundial de consumo de agrotoxicos, substituindo os Estados Unidos
nesta posicdo. Enquanto nos ultimos dez anos 0 mercado mundial desse setor cresceu
93%, no Brasil, esse crescimento foi de 190%, de acordo com dados divulgados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo de controle do Ministério da
Saude (ANVISA, 2009). O uso de fungicidas, produto destinado a combater doencas
como a ferrugem da soja mais que triplicou, de 56 mil para 174 mil toneladas. As vendas
de inseticidas avancaram quase 84%, de 93,1 mil para 170,9 mil toneladas. Ja os
herbicidas, agentes quimicos usados no combate a ervas daninhas, alcancaram 403,6
mil toneladas em 2011 - um aumento de 44% em relacdo as 279,2 mil toneladas em 2006
(SINDAG, 2012).

Os agrotéxicos representam grande perigo a saude humana, principalmente aos
individuos que estdo em contato direto e permanente com estes compostos. Dentre 0s
danos provenientes da exposi¢cao crénica que esses defensivos podem causar, estao o
aborto ou nascimento de bebés com defeitos congénitos, doencas neuroldgicas,
hepéticas, respiratorias, renais e ainda cancer (Londres, 2011). J4 a intoxicacdo aguda
pode ocorrer de forma leve, moderada ou grave e seus efeitos incluem dores de cabeca,
nauseas, vémitos, dificuldades respiratérias, fragueza, salivacdo, célicas abdominais,
tremores, confusdo mental, convulsdes, podendo levar ao coma (Londres, 2011). Uma
vez que os danos provocados pelos defensivos agricolas sdo diversos, e cada um
apresenta composicdes que 0s tornam mais nocivos ou nao em relacdo a outros de

mesma indicacdo, a ANVISA classificou os agrotoxicos licenciados no Brasil em quatro
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classes de acordo com o perigo para a saude do ponto de vista dos efeitos agudos

(ANVISA, 2012) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo toxicoldégica dos agrotéxicos *

Classes Toxicidade Cor na embalagem
Classe | Extremamente toxico Faixa vermelha
Classe I Altamente téxico Faixa amarela
Classe Il Moderadamente toxico Faixa azul

Classe IV Pouco toxico Faixa verde

* A classificagéo toxicolégica dos agrotoxicos é feita em funcéo de estudos laboratoriais com exposicéo oral, dérmica e inalatéria para
determinar a CL50 e DL50 (Concentragdo Letal e Dose Letal), dadas em miligramas do produto téxico por quilo de peso corporal

necessario para matar 50% dos ratos ou outros animais expostos ao produto (ANVISA, 2012).

Atualmente existe uma grande preocupacdo com relacdo a contaminagao
ambiental por agrotoxicos. Estudos demontraram que o nivel de alguns agentes agricolas
utilizados no pais esta ultrapassando os valores aceitaveis pelo CONAMA (Caldas et al.,
2013; Fismes et al., 2002; Montagner et al., 2014; Pinheiro et al., 2011). Um estudo
realizado no Rio Séo Francisco (Minas Gerais) quantificou diferentes agrotdéxicos em
musculos e visceras do peixe Prochilodus costatus. Foi detectada a presenca de pelo
menos nove diferentes agentes agricolas nesses animais, pertencentes as familias dos
organofosforados e carbamatos. Também foi constatada a presenca de diferentes
fungicidas evidenciando o acumulo de diferentes classes de agrotdxicos nas aguas do
Rio Sao Francisco (Oliveira et al., 2015). Aléem disso, foi verificada a presenca de
agrotoxicos nas aguas do Rio dos Sinos (Rio Grande do Sul) onde os resultados

demonstraram que as concentracdes dos agentes toxicos analisados eram inferiores as
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recomendadas pelo CONAMA. No entanto, apdés monitoramento do potencial de
citotoxicidade e genotoxicidade em células expostas a agua do Rio dos Sinos, foi
constatado efeito em ambas analises toxicologicas, mostrando que apesar de baixos os
niveis de agentes agricolas, ainda assim eram capazes de causar alteracdes (Bianchi et
al., 2017).

Os organofosforados estao entre os compostos mais conhecidos e utilizados como
defensivos agricolas (Coggon, 2002; Kachaiyaphum et al., 2010). No entanto, eles
exercem uma variedade de efeitos adversos a salude e ao meio ambiente (Peter et al.,
2010), atuando através da inibicado da acetilcolinesterase (AChE), o que provoca acumulo
de acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica, levando a hiperestimulacdo dos receptores
colinérgicos, causando uma crise colinérgica aguda, caracterizada por convulsées,
alteracdo na ventilacdo e desequilibrio metabolico (Bajgar, 2004; Barthold e Schier 2005;
Jokanovic, 2009). O diclérvos (Figura 3a) é um inseticida altamente toxico (classe II)
pertencente a familia dos organofosforados. Ele é utilizado no controle de insetos que
vivem no arroz, cereais, frutas, legumes, soja e algodao, sendo eficaz contra pulgoes,
acaros, lagartas, tripés, mosca branca, entre outros (Binukumar et al., 2012). Este
organofosforado pode causar intoxicacdo através da inalacdo, absorcdo cutanea ou
ingestdo, podendo ficar depositado no fruto ou agua (Ning et al., 2012). A exposicdo
cronica ao diclérvos causa disfungdes hepaticas (Binukumar et al., 2010), e ja foram
relatadas mutacdes somaticas em ratos tratados por via oral e intraperitoneal com uma
dose elevada deste composto (Pletsa et al., 1999).

Devido a periculosidade de intoxicacdo apresentada pelos agrotoxicos de classe
II, compostos que apresentam taxa de toxicidade moderada (classe Ill) estdo ganhando

espaco no mercado. E ainda estdo disponiveis compostos de classe 1V, considerados
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pouco téxicos, sendo estes ja amplamente utilizados contra pragas de lavoura. O
tebuconazol (Figura 3b) € um fungicida da classe triazol utilizado em culturas como a
cevada, trigo, amendoim e frutas do pomar (Battaglin et al., 2011), além de possuir
propriedades de recuperacéo em cultivos de couve de bruxelas, repolho, brocolis, couve-
flor, cenoura e alho-poré (Sahoo et al., 2012), e também € usado na preservacao da
madeira (Lebkowska et al., 2003). O tebuconazol exibe sua atividade antifungica inibindo
a enzima lanosterol 14a-desmetilase e com isso diminuindo a biossintese de ergosterol,
o principal esterdide da membrana plasmatica da maioria dos fungos, necessario para
manter a fluidez e a permeabilidade da membrana celular de fungos (Filipov e Lawrence,
2001; Kwok e Loeffler, 1993; Lamb et al., 1998; Moser et al, 2001). No entanto, estudos
demonstraram que este fungicida é capaz de alterar os niveis de espécies reativas ao
Acido Tiobarbitirico e a atividade da glutationa-S-transferase e catalase, causando
estresse oxidativo em carpas (Toni et al., 2011). Além disso, o tebuconazol mostrou ser
capaz de alterar o aprendizado de ratos, avaliados através do labirinto aquatico de Morris

(Moser et al., 2001).

a) Diclérvos b) Tebuconazol
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Figura 3: Estrutura quimica dos agrotoxicos diclérvos (a) e tebuconazol (b).
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1.2 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico tem um papel fundamental em varias funcdes vitais
(Mesulam et al., 2002), sendo a acetilcolina (ACh) o neurotransmissor mais importante
desse sistema (Descarries et al., 1997; Geffard et al., 1985). A ACh desempenha um
papel fundamental no SNC e esta relacionada a modulacdo da resposta neuronal por
estimulos sensoriais (Murphy e Sillito, 1991), ao comportamento, a participacdo em
circuitos neurais do controle do sono, ao aprendizado e memaria (Shaked et al., 2008).

A acetilcolina (ACh) foi descoberta em meados de 1920 e representa o primeiro
neurotransmissor da histéria da neurociéncia (Brown, 2006). Considerada um
neurotransmissor classico, a sintese de ACh é realizada pela enzima colina
acetiltransferase e depende da disponibilidade de acetil-CoA e colina, um importante
produto do metabolismo de lipideos no meio intracelular. A colina usada na sintese de
ACh pode vir diretamente da reciclagem da ACh, que é hidrolisada na fenda sinaptica,
ou a partir da fosfatidilcolina. Transportadores de colina dependentes de sodio sao
responsaveis por transportar a colina para os terminais colinérgicos e sdo 0 passo
limitante para a sintese de ACh (Oda, 1999; Okuda et al., 2000). Apés a sintese, a ACh
€ transportada dentro de vesiculas para os terminais dos axénios colinérgicos, onde é
armazenada. Sua liberacédo depende das variacdes no potencial elétrico das membranas
dos terminais nervosos e este processo esta relacionado com a concentragcéo de calcio
intracelular. Ao ser liberada, a ACh interage com receptores especificos, nicotinicos e
muscarinicos, causando despolarizacdo e propagacao do potencial de acéo na célula
pos-sinaptica (Edwards et al., 2007; Oda, 1999; Park et al., 2008; Schroder et al., 1989;

van der Zee et al., 1989).
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Os receptores nicotinicos (nAChRSs) consistem de cinco subunidades designadas
a, B, y e 8, sendo que a subunidade a é expressa em duas formas. Uma variedade de
estudos mostra a expressao deste receptor em vertebrados e citam ainda mudancas na
estrutura das subunidades, gerando um total de 17 subunidades (a1-a10, B1-B4,y, d e ¢€)
(Green e Millar, 1995; Millar e Harkness, 2008; Millar e Gotti, 2009). A ACh se liga
normalmente a subunidade a, produzindo mudangas conformacionais que permitem a
passagem principalmente de cétions, sendo responsaveis pelo aumento do influxo de
fons como Na*, K* e Ca*?. Os nAChRs estdo envolvidos em mecanismos de recompensa
no SNC, o que explica em grande parte o mecanismo do uso de tabaco e nicotina
(Picciotto et al., 1998). Ja os receptores muscarinicos (mMAChRs) estdo envolvidos na
neurotransmissdo e neuromodulacdo (Castillo et al., 1999; Ghatpande et al., 2006),
memoria olfatéria (Linster et al., 2001; Prediger et al., 2006; Ravel et al., 1994), aquisicdo
de tarefas (De Rosa e Hasselmo, 2000), além de aprendizado e memaria (Anagnostaras
et al., 2003). Os mMAChRs se associam as proteinas G e consistem em cinco tipos
diferentes de receptores (M1-M5) com distintas propriedades moleculares e funcionais.
Os receptores M1, M3 e M5 séo acoplados a proteina Gq e sua estimulagdo promove a
neurotransmissao por hidrélise do fosfoinositideo e ativacdo da fosfolipase C. Ja os
receptores M2 e M4 inibem a atividade da adenilato ciclase via proteina Gi (Bymaster et
al., 2003; Wess, 2004).

A ACh que permanece na fenda sinaptica é degradada pelas colinesterases que
a clivam em colina e acetato, eliminando os efeitos desencadeados por esta molécula.
Existem dois diferentes tipos de colinesterases, que séo classificadas de acordo com
suas propriedades cataliticas, especificidade de inibidores e distribuicdo nos tecidos: a

acetilcolinesterase (AChE) (E.C.3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BuChE) (E.C.3.1.1.8). A
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AChE hidrolisa preferencialmente ésteres com grupamento acetil, presente
principalmente nas sinapses dos sistemas nervoso central e periférico parassimpatico e
ainda juncdo neuromuscular; e a BuUChE hidrolisa outros tipos de ésteres como a
butirilcolina (Alles e Hawes, 1940; Augustinsson e Nachmansohn, 1949; Massoulié et al.,
2008; Mendel et al., 1943; Soreq e Seidman, 2001). Ambas as colinesterases sao

amplamente distribuidas no organismo.

1.2.1 Acetilcolinesterase

A AChE é uma serina hidrolase sintetizada no reticulo endoplasmatico,
processada e transportada para o meio extracelular pela presenca de um peptideo sinal
na regido N-terminal. Ela desempenha um papel essencial no mecanismo colinérgico,
catalisando a hidrolise natural do substrato acetilcolina em acetato e colina (Massoulié et
al., 2008). Esta enzima possui uma triade catalitica, composta por um acido glutamico,
uma histidina e um residuo de serina. O grupo carboxilico do &cido glutdmico ativa o
grupamento hidroxila da serina que entédo hidrolisa as funcdes éster da ACh por ataque
nucleofilico (Shafferman et al, 1992). Duas formas moleculares desta enzima sao
descritas: uma com forma assimétrica e outra com forma globular. A forma globular é
encontrada preferencialmente em encéfalos de mamiferos com mudltiplas subunidades,
ficando algumas livres no citosol e outras ligadas a membrana (Heller e Hanahan, 1972;
Taylor e Radic, 1994).

A AChE pode ser usada como um marcador da funcao colinérgica, uma vez que
seus niveis parecem ser controlados pela interacédo da ACh com seus receptores, sendo
que quando a interacdo € acentuada, aumentam os niveis de AChE, e mudancas na

atividade da enzima podem indicar alteracées na disponibilidade de ACh e do nivel de
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expressao de seus receptores (Colovic et al., 2013; Fernandez e Hodges-Savola, 1992).
Além disso, a AChE também pode modular fun¢cdes nédo colinérgicas, tais como
glutamatérgicas e dopaminérgicas (Shaked et al.,, 2008; Soreq e Seidman, 2001,

Zimmermann e Soreq, 2006).

1.3 SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico tem como molécula sinalizadora o ATP, um nucleotideo
trifosfatado existente em todas as células. Esta sinalizacdo é uma rota comum de
comunicacao célula-célula envolvida em muitos mecanismos neuronais e ndo neuronais
e em eventos de curta e longa duracdo, além da regulacdo de varios processos
fisiopatoldgicos no meio extracelular (Agteresch et al., 1999; Burnstock e Knight, 2004;
Hoebertz et al., 2003).

O ATP é armazenado em vesiculas nas terminacdes sinapticas e, apoés
despolarizacdo neuronal, é liberado pela acdo de mecanismos fisiolégicos ou em
resposta a danos celulares como hipéxia, atuando, tanto como transmissor quanto como
co-transmissor, em receptores especificos, denominados purinoreceptores (Burnstock,
1972; 1976; 2008; Ralevic e Burnstock, 1998). Os purinoreceptores nos quais o ATP age
sdo do tipo P2, divididos em duas familias distintas de acordo com a base do mecanismo
de acéo, farmacologia e estrutura molecular, sendo eles P2X e P2Y (Burnstock e
Kennedy, 1985; Burnstock, 2012).

Os receptores da familia P2X estéo distribuidos em neurdnios, células gliais e no
musculo liso e divididos em sete membros (P2X1-7). Sao receptores ionotropicos, que

quando ativados, levam a abertura de um poro na membrana celular que permite a
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passagem de cations Na*, K* e Ca*? (Fields e Burnstock, 2006; Kirischuk et al., 1995a,b;
Moller et al., 2000; North, 2002; North e Verkhratsky, 2006). Ja os receptores da familia
P2Y, sdo metabotropicos, acoplados a proteina G e apresentam uma ampla distribuicdo
nos tecidos e sistemas, tais como vascular, nervoso e cardiaco. Nesta classe, foram
funcionalmente descritos oito membros (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l, P2Y12,
P2Y13 e P2Y14) (Burnstock, 2007; Diaz-Hernandez et al., 2002; Erb et al., 2006;
Zimmermann, 2011).

Uma vez que o ATP ndo é capaz de atravessar as membranas bioldgicas por
difusdo ou transporte ativo, o controle de sua concentracdo extracelular € realizado pela
acao das ectonucleotidases que catalisam sua converséo até adenosina (ADO) (Bonan,
2012; Robson et al., 2006; Zimmermann et al., 2016). Além da sua disponibilidade na
fenda sinaptica através da hidrolise do ATP, o transporte de adenosina através da
membrana é regulado por transportadores equilibrativos de nucleosideos, que seguem o
gradiente de concentracdo; e transportadores concentrativos de nucleosideos, que
medeiam o influxo contra o gradiente (King et al., 2006). Estudos recentes demonstraram
que a ADO esta presente dentro de vesiculas no terminal pré-sinaptico. Sua formacao
ocorre intraneuronalmente a partir do AMP, sendo entdo internarnalizada nas vesiculas
pelos transportadores concentrativos de nucleosideos e assim liberada na fenda
sindptica por mecanismo de excitacdo, dependente de Ca?* (Corti et al., 2012; Melani et
al., 2012). A ADO exerce papel de neuromodulacéo através da regulacdo de importantes
mecanismos no SNC, como estados de ansiedade (Lopez-Cruz et al., 2016; Maximino et
al., 2011; Nazario et al., 2015), sono (Carus-Cadavieco e de Andrés, 2012; Porkka-
Heiskanen, 1999), cognicdo e memoria (Ribeiro et al., 2003; Shen et al., 2012; Wei et al.,

2011), dentre outros.
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A ADO exerce seus efeitos através da ativacdo de receptores purinérgicos de
membrana especificos do tipo P1, divididos em quatro subtipos de acordo com suas
caracteristicas, como estrutura molecular, distribuicdo tecidual e afinidade pelo seu
ligante. S&o eles: os receptores A1, A2a, Aze € As, sendo todos acoplados a proteina G e
exibindo sete dominios transmembrana formados por aminoacidos hidrofébicos
(Fredholm et al., 2000; Libert et al., 1989; Maenhaut et al. 1990; Stehle et al. 1992). Os
receptores A1 e As se ligam a familia das proteinas Gi/o, responsaveis pela inibicdo da
producdo do segundo mensageiro AMPc. Os receptores Aza e Azs estimulam a producao
de AMPc via ativacao de proteinas Gs (Daly, 1985; Fredholm et al., 2001, 2011; Ralevic
e Burnstock, 1998). Além disso, os receptores A1, através de Giwzz e Azs e As através de
Gq, ativam a liberacao de inositoltrisfosfato (IP3) and diacilglicerol (DAG) através da das
enzimas fosfolipases C (PLC) (Rebecchi e Pentyala, 2000; Schulte e Fredholm, 2003;

Sternweis e Smrcka, 1993).

1.3.1 Ectonucleotidases e Adenosina Desaminase

Os nucleotideos extracelulares, apds atuarem como moléculas sinalizadoras, sdo
inativados por uma cascata de hidrélise constituida por uma variedade de enzimas,
dentre elas as ectonucleotidases (Figura 4). As ectonucleotidases estdo ancoradas na
membrana celular, possuindo seu sitio ativo voltado para o meio extracelular ou, estdo
presentes na forma soluvel no meio intersticial. S&do elas: a familia das E-NPPs
(ectonucleotideo  pirofosfatase/fosfodiesterase), a familia das E-NTPDases
(ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases), fosfatases alcalinas a ecto-5’-nucleotidase
(Zimmermann, 1992; 1996a; 1996b; 2011). Neste estudo, abordaremos as NTPDases e

a ecto-5’-nucleotidase.
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Figura 4: Enzimas extracelulares responsaveis pela degradacdo de nucleotideos. As ectonucleotidases
apresentam o sitio catalitico voltado para o espaco extracelular. NTPDases e a ecto-5’-nucleotidase
atuam na converséo de ATP a adenosina. Fosfatases alcalinas hidrolisam nucleotideos monofosfatados

e as NPPs atuam no catabolismo extracelular dos dinucleotideos. (Cognato e Bonan, 2010)

As ectonucleotidases controlam a disponibilidade de ligantes (ATP, ADP, AMP e
ADO) para ambos os receptores de nucleotideos e nucleosideos e, consequentemente,
a extenséo e a duracao da ativacao do receptor (Chen e Guidotti, 2001). Portanto, essa
€ uma via enzimatica com funcao dupla de remocédo de uma molécula sinalizadora, ATP,
e geracdo de uma segunda molécula, a ADO (Abbracchio et al., 2009; Burnstock e
Verkhratsky, 2009; Zimmermann, 1996a; 1996b). As NTPDases séo responsaveis pela
hidrolise de ATP em ADP e AMP. A desfosforilacdo do nucleotideo monofosfatado AMP,

é realizada pela enzima ecto-5’-nucleotidase, gerando fosfato livre e ADO. Esta ultima é
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desaminada pela enzima adenosina desaminase (ADA) (EC 3.5.4.4) (Robson et al., 2006;
Bonan, 2012).

As NTPDases séo codificadas por oito genes diferentes chamados entpd. Quatro
destas enzimas (NTPDases 1, 2, 3 e 8) estdo localizadas na membrana celular com o
sitio ativo voltado para o meio extracelular; duas estdo localizadas intracelularmente
(NTPDases 4 e 7) e duas (NTPDases 5 e 6) sdo excretadas de forma heterdloga apés
expressao intracelular (Robson et al., 2006). Estas enzimas hidrolisam tanto ATP como
ADP, formando AMP na presenca de ions Ca?* e Mg?* (Bigonnesse et al. 2004; Robson
et al., 2006; Rosemberg et al., 2010).

A ecto-5"-nucleotidase desfosforila o AMP até ADO, através da hidrolise da
ligacdo fosfodiéster de 5°-ribonucleotideos, levando a formacdo do correspondente
ribonucleosideo e fosfato. As ecto-5"-nucleotidases apresentam uma ampla distribuicdo
tecidual e fazem parte da cascata enziméatica para finalizar a acdo de nucleotideos que
agem em receptores P2X e P2Y, sendo a principal enzima responsavel pela producédo de
ADO extracelular (Cunha, 2001; Kluge et al., 1972; Robson et al., 2006; Zimmermann,
1992; 19964a; 2011).

A ADA é uma enzima que promove a desaminacao hidrolitica da ADO e da
deoxiadenosina até inosina (INO) e deoxiinosina, respectivamente. Ela é encontrada
como uma enzima citosélica e pode ser expressa nha superficie celular como uma
ectoenzima, possuindo fung¢do importante no sistema imune, controlando os niveis de
ADO (Franco et al., 1997; Hasko et al., 2000; Hirschhorn e Ratech, 1980; Zavialov e
Engstrém, 2005). Diferentes membros da ADA, apresentando caracteristicas cinéticas
distintas, ja foram descritos, sendo eles ADA1 e ADA2 além de um grupo similar desta

familia de proteinas denominado ADAL (adenosine deaminase-like) (Hirschhorn e
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Ratech, 1980; Maier et al., 2005; Zavialov e Engstrém, 2005). Todos estes membros
foram classificados como subfamilias pertencentes ao grupo das adenil-desaminases.
Por apresentar sitios de aminoacidos importantes relacionados a desaminacao de
adenosina e motivos conservados entre as subfamilias da ADA, é possivel que a ADAL

também realize a desaminacao hidrolitica de ADO a INO (Maier et al., 2005).

1.4 SISTEMA DOPAMINERGICO

A sinalizacdo dopaminérgica é conhecida por regular uma grande variedade de
processos fisiolégicos e comportamentais, como por exemplo, a atividade motora, a
cognicdo e a memoria, o humor, a aprendizagem e o sistema de recompensa (Bjorklund
e Dunnett, 2007; Goldman-Rakic 1998; Jones e Miller, 2008; Oberlander et al., 1979;
Ungerstedt, 1976). O seu neurotransmissor € a dopamina (DA), um tipo de catecolamina
essencial no controle de varias funcdes a nivel cerebral (lversen e Iversen, 2007). Cerca
de 80% do total da DA no SNC encontra-se no estriado, enquanto que o restante esta
distribuido difusamente pelo cértex e outras regides cerebrais (Missale et al., 1998). Além
do seu papel como neurotransmissor, a DA também serve como precursor de
noradrenalina. Os neurdnios noradrenérgicos contém uma enzima chamada DA beta-
hidroxilase que converte DA em noradrenalina (Kaufman e Friedman, 1965; Levin et al.,
1960). A disfuncdo na sinalizagcdo dopaminérgica esta associada a uma série de
patologias comportamentais como a DP, esquizofrenia, transtorno de déficit de atencéo
e hiperatividade, bem como, abuso de drogas e alcool (Bowton et al., 2010; Cortese et
al., 2005; Floran et al., 2002; Gurevich e Joyce, 1999; Hirsch, 1992; Missale et al, 1998;

Zeiss, 2005).
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A neurotransmissdo dopaminérgica ocorre por meio de varios processos
relacionados, incluindo a sintese, liberagcédo, captacdo, armazenamento, catabolismo, e
ativacdo do receptor de DA (Jones e Miller, 2008). A sintese de DA é modulada pela
atividade da tirosina hidroxilase (TH). A enzima TH quando ativada converte o aminoacido
L-tirosina em L-DOPA, que é descarboxilado para formar a DA (Missale et al., 1998;
Yamamoto et al., 2010). Uma vez sintetizada, a DA é armazenada em vesiculas pre-
sinapticas, que sao transportadas para o terminal sinaptico pelo transportador de
monoamina vesicular (VMAT). A acdo da DA ocorre a partir da sua liberacdo na fenda
sinaptica (Lapish et al., 2007; Sesack et al., 2003). Dois modos distintos de liberacéo de
DA sdo promovidos pelos neurbnios dopaminérgicos: um com atividade féasica,
representado pelo padrdo explosivo de disparos que ocorrem em reposta a estimulos
comportamentais, e; o outro, com atividade tonica que ocorre através de disparos
espontaneos destes neurdnios. A liberacdo fasica de DA ativa os receptores poés-
sinapticos, que é rapidamente removida da fenda por mecanismos de recaptacao,
enquanto a liberacdo tbnica determina os niveis extracelulares deste neurotransmissor
em estruturas sub-corticais (Missale et al, 1998).

A DA age através da sua difusdo no fluido extracelular a partir do qual é eliminada
lentamente como resultado da recaptacdo, metabolismo e ativacdo dos seus receptores
(Ciliax et al., 1995, 1999; Venton et al., 2003). Existem cinco receptores de DA D1, Do,
Ds, D4 e Ds, através dos quais ela pode controlar o inicio e execu¢cdo de movimento (Han
et al., 2007). Os receptores de DA podem ser divididos em receptores Di-like (D1,Ds) e
D2-like (D2, D3, D4), agrupados por suas propriedades farmacolégicas e similaridade de
sequéncia. Estes receptores sdo metabotropicos e acoplados a proteina G. A ativagao

dos receptores de DA D1-like estimulam a proteina Gas, que por sua vez ativa a adenilato
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ciclase, aumentando AMPc, enquanto os receptores D2-like acoplados a proteina Gaio,
exercem influéncia negativa sobre a atividade da adenilato ciclase, diminuindo o AMPc
(Hurley e Jenner, 2006; Missale et al, 1998; Sibley e Monsma, 1992; Sokoloff e Schwartz,
1995; Vallone et al., 2000; Verheij e Cools, 2008).

Os receptores de DA sao bem distribuidos a nivel cerebral, porém cada subtipo
possui distribuicdo Unica (Arias-Carrion e Poppel, 2007; Saji et al., 2003). Os receptores
D1 possuem alta densidade no nucleo caudado, putamen e nucleo accumbens (Gerfen
et al., 1995; Aubert et al., 2000), sendo também encontrados em terminais pré-sinapticos
com projecOes glutamatérgicas para cortex e talamo (Hurley et al., 2003). Os receptores
Ds possuem distribuicdo restrita e foram localizados no estriado ventral, globulo palido e
hipocampo (Khan et al., 2000). O receptor D2 é o mais abundante da familia D2-like, sendo
encontrado em alta densidade no nucleo caudado, putdmen e nacleo accumbens, e ainda
nos dendritos estriatopalidais gabaérgicos. Niveis moderados deste receptor foram
detectados no tubérculo olfatério e insulas de Calleja e baixos niveis estdo presentes na
substéancia nigra (Beaulieu e Gainetdinov, 2011; Gurevich e Joyce, 1999). Os receptores
D3 possuem distribuicdo mais restrita que o D2, sendo que altos niveis deste receptor
foram encontrados nas insulas de Calleja e em niveis menores em cerebelo, talamo e
hipotalamo (Hurley et al., 1996; Gurevich e Joyce, 1999). Por fim, os receptores D4 séo
encontrados no cortex e regides ndo estriadas, com baixos niveis de expressdao em

regides estriadas (Primus et al., 1997).
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1.5 PEIXE-ZEBRA

O peixe-zebra (Figura 5), Danio rerio, € um pequeno teledsteo (3-4 cm) de 4gua
doce utilizado como uma importante ferramenta para a realizagdo de estudos nas areas
bioquimica (Baggio et al., 2017; Canzian et al., 2017; Siebel et al., 2015; Zimmermann et
al., 2016), comportamental (Abreu et al., 2016; Rambo et al.,, 2016) e toxicolbgica
(Haverroth et al., 2015; Oliveira et al., 2014), jA que possui um rapido metabolismo e
grande sensibilidade a farmacos (Altenhofen et al., 2015; Marcon et al., 2016; Singer et
al., 2016), sendo considerado importante animal modelo para triagem de farmacos
(Martinelli et al.,, 2017; Pissinate et al., 2016). O genoma do peixe-zebra foi
completamente sequenciado e comparado ao de humanos, revelando que
aproximadamente 82% dos genes relacionados com doencas humanas tem ao menos
um ortélogo em peixe-zebra (Howe et al., 2013). Estes achados tém contribuido para o
desenvolvimento de novas tecnologias e estratégias metodoldgicas sofisticadas como a
geracdo de mutantes, morfolinos e tecnologia de microarranjos (Radev et al., 2015; Xia
et al., 2012).

Essa espécie também tem sido bastante usada para estudos de biologia do
desenvolvimento, uma vez que apresenta fecundacao e reproducao externas, possuindo
um ciclo biolégico de desenvolvimento rapido e ao longo de todo o0 ano. Seus ovos séo
relativamente grandes e transparentes, podendo observar-se em tempo real a divisdo
celular e a formacédo de um novo organismo (Bai e Burton, 2011; Langheinrich, 2003;
Shin e Fishman, 2002; Nery et al., 2014). A identificacédo e caracterizacao de sistemas de
neurotransmissao, tais como sistema purinérgico, colinérgico e dopaminérgico, ja foram

realizadas em peixe-zebra (Rico et al., 2011).
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Figura 5: Peixe-zebra. Disponivel em: (www.zfin.org).

Com relagdo ao sistema purinérgico, a presenca de uma NTPDase e uma ecto-5'-
nucleotidase em membranas cerebrais ja foi demonstrada em peixe-zebra, sendo estas
caracterizadas como cation-dependentes (Rico et al., 2003; Rosemberg et al., 2010;
Senger et al., 2004). Estudos caracterizaram o padréo de expresséao de dez ortélogos de
NTPDases em peixe-zebra, sendo elas: NTPDasel (Rosemberg et al.,, 2010), trés
isoformas da NTPDase2, nomeadas como NTPDase2 _mv, NTPDase2 mq e
NTPDase2_mg (Rico et al., 2006; Rosemberg et al., 2010), NTPDase 3 (Appelbaum et
al., 2007; Rosemberg et al., 2010), NTPDase4, duas isoformas da NTPDaseb5, sendo
NTPDase5 ms e NTPDase5 me, NTPDase6 e NTPDase8 nesta espécie (Rosemberg et
al., 2010). Além disso, a clonagem e caracterizagcdo molecular dos receptores P2X ja
foram realizadas (Diaz-Hernandez et al., 2002; Norton et al., 2000). A subunidade P2X
possui nhove membros, sendo destes seis ortélogos aos genes dos receptores P2X de
mamiferos (zfP2X1, zfP2X2, zfP2X3, zfP2X4, zfP2X5 e zfP2X7), dois paralogos (P2X3.2
e P2X4.2) e um gene (P2X6) ainda precisa ser devidamente classificado (Kucenas et al.,
2003). Até o momento, foram identificados apenas receptores P2Y1 em trombdécitos de

peixe-zebra (Gregory e Jagadeeswaran, 2002). Estudos também identificaram os
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receptores de ADO do tipo A1, Aza, € Az neste teledsteo (Boehmler et al., 2009; Capiotti
et al., 2011).

A existéncia de diferentes genes relacionados a ADA, com um padrdo de
expressao ubiquo em peixe-zebra ja foi caracterizada, mostrando a presenca dos genes
ADAL, ADAL e dois ortdlogos de ADA2 (uma forma truncada ADA2-1 e ADA2-2)
(Rosemberg et al. 2007). Além disso, a cinética enzimatica e propriedades de
desaminacdo da ADO a partir do cérebro de peixe-zebra também ja foram descritas
(Rosemberg et al., 2008). A desaminacédo da ADO no SNC de peixe-zebra promovida por
diferentes membros da familia da ADA pode ser um elemento-chave para o controle da
ADO/INO no meio intracelular e extracelular (Rosemberg et al., 2008).

Com relacéo ao sistema colinérgico, sabe-se que o gene da ACh foi clonado e
sequenciado e sua atividade enzimética ja foi detectada no cérebro deste teledsteo
(Bertrand et al., 2001; Rico et al., 2007). O peixe-zebra apresenta a AChE codificada por
um anico gene, porém vérias formas moleculares séo observadas (monémeros, dimeros,
trimeros e tetrameros) como resultado da ocorréncia de splicing alternativo nos éxons da
regido C-terminal (Massoulié et al., 2008). Além disso, subunidades de NnAChRs e mAChR
também sdo expressos nesta espécie (Zirger et al., 2003).

Os neurbnios dopaminérgicos em embriées em desenvolvimento (Holzschuh et
al., 2001) e também no peixe-zebra adulto ja foram identificados (Rink e Wullimann,
2001). Os neur6nios dopaminérgicos foram primeiro detectados entre 18 e 19 horas pos-
fertilizacdo em um conjunto de células no tubérculo posterior do diencéfalo ventral
(Holzschuh et al., 2001). Esses neurdnios representam o sistema dopaminérgico
ascendente para o estriado, comparado com o sistema nigroestriatal em humanos (Rink

e Waullimann, 2001; 2002). Subsequentemente, os neurdnios dopaminérgicos foram
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detectados em outras areas do cérebro do peixe-zebra, como o bulbo olfatério e a retina
(Holzschuh et al., 2001). Além disso, os receptores D1, D2, D3 e D4 foram detectados e
encontram-se funcionalmente expressos neste animal (Boehmler et al., 2004; Boehmler
et al., 2007).

Estudos mostram que o0 peixe-zebra apresenta um amplo repertorio de
comportamentos associados as sinalizacbes acima citadas, como mudancas na
locomocédo, preferéncia condicionada ao lugar e comportamento aditivo quando
submetidos a diversos tratamentos, desde farmacos até algumas toxinas, mostrando que
este animal € um bom modelo na area toxicolégica (Jia et al., 2017; Qiang et al., 2016;
Zimmermann et al., 2015; Zhang et al., 2017). Sendo assim, torna-se relevante avaliar o
efeito de metais, como 0 manganés, e agrotoxicos, como diclérvos e tebuconazol, sobre
parametros comportamentais. Além disso, a avaliacdo dos sistemas purinérgico,
colinérgico e dopaminérgico poderdo contribuir para o entendimento dos efeitos

neurotoxicos induzidos por estes compostos em peixe-zebra.
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ANEXO

@ CEUAé Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul

o B PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E DESENVOLVIMENTO
PUCRS COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 121/14 - CEUA Porto Alegre, 09 de janeiro de 2014.
Prezado Sr(a). Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 13/00354, intitulado “Envolvimento dos
sistemas purinérgico, coinérgico e dopaminérgico na neurotoxicidade induzida
por metais e agrotéoxicos em zebrafish (Danio rerio)”.

Sua investigacao, respeitando com detalhe as descrigdes contidas no projeto e
formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data.

Informamos que é necessario o encaminhamento de relatério final quando
finalizar esta investigacao. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso cientifico de animais, é funcdo da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspe¢des periédicas nos
locais de pesquisa.
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