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Project abstract:

Os impactos antropicos em ambientes aqudticos ocasionam a exposicao da fauna e flora a inlimeras substancias,
das quais, muitas vezes, desconhecemos seus reais efeitos individuais e em misturas. Dentre os agentes quimicos
que sdo constantemente introduzidos no meio ambiente, os agrotéxicos mostram-se relevantes, ndo s6 pelas
quantidades utilizadas, mas também pela diversidade de produtos registrados e comercializados no Brasil. Entre
os testes ecotoxicoldgicos com peixes, 0 modelo baseado no Zebrafish tem se tornado popular para avaliagdo da
toxicidade, principalmente por ser um organismo com anatomia, fisiologia e desenvolvimento similares a
vertebrados superiores e por ser representativo e reconhecido como modelo em ambientes aqudticos. Portanto
este projeto visa utilizar diversos pardmetros, incluindo biomarcadores, para avaliar os efeitos dos ingredientes
ativos Carbendazim, Fipronil e Ametrina que representam riscos para a vida aqudtica e a saiide humana, focando
tanto na sua a¢do individual quanto em misturas. Para isso, este projeto realizard andlises voltadas a identifica¢do
de alteragdes histopatoldgicas no figado e branquias, além da possivel acdo destes agentes como interferentes
enddcrinos, o seu impacto na resposta imunoldgica e no desenvolvimento embriondrio em Danio rerio. Estas
andlises além de acrescentar um carater multidisciplinar ao projeto permitirdo a producio de dados relevantes
para o crescimento do conhecimento da toxicologia ambiental e a identificacdo de como tais substincias podem
interagir com a biota. Os resultados também poderao contribuir para avaliagcdes de risco ambiental mais precisas

para esses ingredientes ativos.
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Investigacao toxicoldgica, histopatoldgica, imunolégica e enddcrina dos efeitos individuais e das
misturas dos ingredientes ativos Carbendazim, Fipronil € Ametrina no modelo experimental Danio
rerio

Serdo coletados dados referentes aos possiveis efeitos dos ingredientes ativos Carbendazim, Fipronil e Ametrina em
peixes da espécie Danio rerio
Serdo avaliados os seguintes parimetros: alteracdes patoldgicas no figado e branquias, resposta imune e acao destes

agentes como desreguladores enddcrinos nos adultos e avaliagdo de mortalidade, deformacdes em embrides.

Ap6s a exposi¢do aos agrotoxicos, o figado e as branquias serdo coletados e analisados por meio de técnicas
morfoldgicas qualitativas e quantitativas como andlise do indice de alteragcdes patoldgicas, andlises morfométricas e
estereoldgicas, visando assim identificar a agdo destes compostos como agentes causadores de modificacdes
morfoldgicas e se estas podem ser classificadas como permanentes ou reversiveis, comparando-se aos dados

obtidos em nossos experimentos e os disponiveis na literatura.

Serdo avaliados parametros imunes no muco (pele e brinquia) dos peixes expostos aos agrotoxicos (de forma
individual o em mistura). Portanto, nas amostras recolhidas serdo avaliados parametros da imunidade inata que
poderio ser usados como biomarcadores de toxicidade destas substincias (a¢do realizada com a parceria
internacional).

Ap6s a exposicdo aos agrotdxicos, os tecidos que compdem o eixo hipotadlamo-hip6fise-tiroide e 6rgdos
responsivos aos HT como cérebro, coragdo e serdo coletados. A selecdo de genes disponiveis do nosso modelo
pretende fornecer uma cobertura abrangente do eixo hipotdlamo hipéfise tiroide (HPT), incluindo genes envolvidos
na regulagdo de retroalimentacdo negativa, sintese, transporte, (ativacdo) e acdo dos HT nos tecidos descritos que
podem ser regulados positivamente ou negativamente nos 6rgaos alvo (Figura 01). Os transcritos de RNAm que
serdo avaliados: 1) hormonio liberador de tirotropina envolvido na regulacdo do eixo HHT ( &rA, expresso no
hipotdlamo); 2) receptor do hormdnio liberador de tirotropina ( Zrhr), a subunidade beta do hormoénio
tiroestimulante (£shb) e o hormdnio do crescimento ( gh) (expressos na hipéfise); 3) e receptor do hormdnio
estimulador da tireoide (Zshr), tireoperoxidades (£po), cotransportador sédio/iodo (slc3a5), tiroglobulina (£g) e o
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (igf7) (expressos nos foliculos da glandula tireoide), 4) transtiretina
(#tr) que € uma proteina plasmatica que transporta HT, e genes regulados pelos HTs como o receptor beta
adrenérgico (adrb2b), a enzima glicose-6-fosfatase (g6pca) e a proteina transportadora de dcidos graxos (slc27ala)
(sintetizados no figado); 5) O RNAm de genes conhecidamente regulados pelos HTs como: do transportador de
sodio e potdssio dependente de ATP (atplala.l), a bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2A-
atp2a2a), fosfolambam (p/b) e a mioglobina (mb) ( expressos no coragio); 6) Genes expressos no cérebro regulados
pelos HTs e com a expressdo alterados em situacdes de injuria: neuroglobina (ngb), transportadores de glicose 1 e 3
(slc2alb e slc2a3a, respectivamente), neurotrofina 3 (ntf3), sonic hedgehog (shha), bndf (brain derived
neurotrophic factor); genes expressos relacionados com o estresse oxidativo e a necropotose: baxa (BCL2
associated X, apoptosis regulator a), bci2/1 (BCL2 like 1), {p53 (tumor protein pS3), pak2a (p21 protein
(Cdc42/Rac)-activated kinase 2a), caf (catalase), gpx/a (glutathione peroxidase 1a), sod! (Cu/Zn-superoxide
dismutase), ripk I (receptor interacting serine-threonine kinase 1), fas (TNF receptor superfamily, member 6),
tnfrsfla (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a); 7) As desiodinases 1, 2 e 3 que estdo envolvidas
na ativagio (diol e dio2) e inativagio (dio3) dos HT, receptores alfa e beta do hormonio tireoidiano (thrtt e B),
assim como os transportadores dos HT para dentro da célula MCT 10 (slc16al0), MCT8 (slc16a2) e OACTP1C
(slcolcl), o fator induzido na hipdéxia (hif-1Q) e a citoglobina que € uma proteina que reserva de oxigénio celular
(cygbl e 2) (sintetizados pelo o figado, coragdo e SNC); 8) Apds uma pesquisa da literatura recente sobre os genes
usados no controle interno (housekeeping) em Zebrafish selecionamos os seguintes genes: sep/5 (Selenoprotein

15), g6pd (Phosphogluconate dehydrogenase) e quando € usado tratamento quimico: 7p//3a (Ribosomal protein



L13a) e a rpIp0 (Ribosomal protein, large, PO). As bibliografias referentes aos genes que serdo estudados estdo na
tabela 02 referentes aos primers na se¢do de Material e Métodos. Os procedimentos de biologia molecular serdo
realizados no Laboratério de Endocrinologia Molecular e Translacional da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP) sob responsabilidade do prof, Dr. Rui M. Maciel.

Ap6s a exposi¢do aos agrotoxicos serdo avaliados nos ovos recém fertilizados os estdgios do desenvolvimento
embriondrio, a mortalidade e as seguintes alteragdes morfoldgicas do embrifo: coagulacdo do ovo; auséncia de
formacao do somito; auséncia de separacio da cauda do saco vitelinico; edema no saco vitelinico e no pericardio;
deformacao espinhal; desenvolvimento ocular incompleto; auséncia de pigmentacio; atraso na eclosdo; lordose;

tamanho de cauda e batimentos cardiacos.

Para o planejamento e realiza¢do dos experimentos com as misturas de agrotéxicos serd empregada a planilha
Excel automatizada (ToxCalcMix v. 1.0), desenvolvida na Universidade de Aveiro & CESAM, Portugal
(disponivel em https://pydio.bio.ua.pt/public/toxcalcmix). Essa planilha permite previsdo da toxicidade das
misturas dos ingredientes ativos de agrotdxicos testados individualmente no modelo D. rerio em relagio aos
modelos adi¢do de concentracao e acdo independente, além de estimar os desvios de cada modelo
(sinergismo/antagonismo; dependente do nivel de dose ou dependente da proporcio da dose) (agédo realizada com a

parceria internacional).

Para isso serdo usados os dados e técnicas descritas nos itens anteriores, comparando-se com os dados do
experimento levando-se em consideracdo os fatores: tempo, concentracio, efeitos isolados dos compostos e efeitos
das misturas dos compostos.

As publicagGes em revistas indexadas, por exemplo no pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), possibilitam
que agéncias regulatdrias organizem material para derivar os novos padrdes de qualidade ambiental e também

estabelecer dose mais seguras dos agrotoxicos de exposicao.

Os dados serdo inseridos em planilhas do programa Excel, em abas especificas para cada andlise realizada, para

possibilitar posterior andlise estatistica em programa especifico.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da institui¢do, assegurando o cumprimento de todos os
critérios de bioética.

Os dados gerados sdo de propriedade da Universidade podendo, porém, ficar disponiveis em bancos publicos apds
a publicacido dos artigos cientificos em revistas especializadas. O acesso aos artigos cientificos seguird os critérios

das normas de acesso do periddico.

Os dados serdao armazenados no sistema de nuvem Google Drive nos computadores pessoais dos pesquisadores

envolvidos, e copias dos contetdos serdo armazenadas em um HD externo.

O acesso ao contetdo serd realizado pelos pesquisadores envolvidos no projeto, através de senha. Os dados
poderao ser disponibilizados para todos que tiveram legitimo e comprovado interesse nos dados e solicite acesso a
eles.

Todos os dados obtidos serdo armazenados, por pelo menos 10 anos, apés o final do estudo.

Todos os dados obtidos serdo armazenados, por pelo menos 10 anos, apds o final do estudo.



Os dados serdao compartilhados por meio de apresentacdes em congressos, pela publicacdo de artigos cientificos e
pelo repositorio institucional da Universidade Federal de Sao Paulo.

Os dados poderio ser compartilhados apés a publicagio dos trabalhos em revistas cientificas. E possivel que haja
alguma restri¢do no compartilhamento de dados devido o intersticio imposto pelo copyright das revistas cientificas

as quais os dados serdo submetidos.
Os pesquisadores envolvidos no projeto, serdo responsidveis pelos dados.

Os recursos necessarios consistem em amplo acesso a plataformas online que permitam a coleta de documentos e a
conexdo com os interessados. Serd necessdrio também o auxilio financeiro de uma agéncia de fomento para a

execugdo deste projeto.
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