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RESUMO

Mo-CBP; ¢ uma proteina antifungica isolada das sementes de Moringa oleifera, que ¢
considerada uma candidata para o desenvolvimento de culturas transgénicas para conferir
resisténcia contra fungos fitopatogénicos. No entanto, estudos prévios mostraram que esta
proteina ¢ toxica para embrides de peixe-zebra (Danio rerio), atuando, em parte, através do
desbalanco do equilibrio de espécies reativas de oxigénio e neurotoxicidade. Portanto, faz-se
necessario avangar na compreensdao dos mecanismos de toxicidade da Mo-CBP; e, dessa
forma, fornecer subsidios ao seu uso como ferramenta biotecnologica. Neste sentido, este
trabalho objetivou ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de toxicidade da Mo-CBP;
em embrides de peixe-zebra. Para tanto, embrides com até 3 hpf foram expostos a Mo-CBP;
(50 mg/L), durante 24 h, para os seguintes testes: (i) verificagdo temporal de alteragdes
morfologicas (surgimento de vesiculas); (i) incubagdo prévia da proteina com
N-acetilglucosamina (NAG) para avaliagdo da dependéncia do seu sitio de ligagdo a agucar
para a toxicidade embriondria; e (iii) marcagdo fluorescente da proteina para verificagdo do
cruzamento do corion e da bioacumulagdo no embrido. Além disso, os embrides foram
expostos a concentragdes subletais da proteina (10, 15, 20 e 25 mg/L) para determinagao da
atividade da lactato desidrogenase (LDH), um marcador de hipoxia e danos celulares, e da
glutationa peroxidase (GPx) como um marcador de estresse oxidativo. Os resultados
mostraram que a Mo-CBP; ¢ capaz de atravessar a membrana corionica de embrides de
peixe-zebra (Danio rerio) através de mecanismos que envolvem, pelos menos em parte, sua
interagdo com carboidratos presentes nesta estrutura. Apds chegar ao espaco perivitelinico,
Mo-CBP; se acumula na superficie corporal do embrido, concentrando-se na regido do saco
vitelinico. Além disso, foi visto que concentragdes subletais de Mo-CBP;alteraram a atividade
de GPx, confirmando que a proteina afeta o sistema de defesa contra espécies reativas de
oxigénio e gera estresse oxidativo. O conjunto de dados apresentados neste trabalho reportam
pela primeira vez os mecanismos bésicos pelos quais uma proteina de alta massa molecular,
neste caso uma glicoproteina semelhante a uma merolectina, ¢ capaz de atravessar a
membrana coridnica de peixe-zebra e promover efeitos toxicos. Por fim, ¢ importante que
mais estudos ecotoxicologicos sejam realizados com Mo-CBP; a fim de dar suporte ao uso
desta proteina no desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos com menos impactos aos

ecossistemas aquaticos.

Palavras-chaves: Bioacumulacao. Ecotoxicologia. Proteinas transgénicas.



ABSTRACT
Mo-CBP; is an antifungal protein isolated from Moringa oleifera seeds, which is considered a

candidate for the development of transgenic crops to confer resistance against
phytopathogenic fungi. However, previous studies have shown that this protein is toxic to
zebrafish (Danio rerio) embryos, acting, in part, through the imbalance of reactive oxygen
species and neurotoxicity. Therefore, it is necessary to advance in the understanding of the
toxicity mechanisms of Mo-CBP3 and, thus, provide subsidies for its use as a
biotechnological tool. In this sense, this work aimed to increase the knowledge about the
mechanisms of toxicity of Mo-CBP; in zebrafish embryos. Therefore, embryos with up to 3
hpf were exposed to Mo-CBP; (50 mg/L) for 24 h for the following tests: (i) temporal
verification of morphological alterations (emergence of vesicles); (ii) previous incubation of
the protein with N-acetylglucosamine (NAG) to assess the dependence of its sugar-binding
site on embryonic toxicity; and (iii) fluorescent labeling of the protein to verify chorion
crossing and bioaccumulation in the embryo. In addition, the embryos were exposed to
sublethal concentrations of the protein (10, 15, 20 and 25 mg/L) to determine the activity of
lactate dehydrogenase (LDH), a marker of hypoxia and cell damage, and glutathione
peroxidase (GPx) as a marker of oxidative stress. The results showed that Mo-CBP; is able to
cross the chorionic membrane of zebrafish embryos through mechanisms that involve, at least
in part, its interaction with carbohydrates present in this structure. After reaching the
perivitelline space, Mo-CBP; accumulates on the body surface of the embryo, concentrating in
the yolk sac region. Furthermore, it was seen that sublethal concentrations of Mo-CBP;
altered GPx activity, confirming that the protein affects the defense system against reactive
oxygen species and generates oxidative stress. The data set presented in this work report for
the first time the basic mechanisms by which a high molecular mass protein, in this case a
lectin, is able to cross the zebrafish chorionic membrane and promote toxic effects. Finally, it
is important that more ecotoxicological studies are carried out with Mo-CBP3 in order to
support the use of this protein in the development of biotechnological products with less

impact on aquatic ecosystems.

Keywords: Bioaccumulation. Ecotoxicology. Transgenic proteins.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos problemas que a populagdo mundial enfrenta, um dos mais preocupantes
¢ a fome. Pelo menos, 795 milhdes de pessoas no mundo ndo tém acesso a uma dieta equilibrada,
em termos de quantidade e qualidade, e estdo em situagdo de subnutricio (FOOD FOUNDATION,
2020). Este cenario tem sua génese e manutencdo, em parte, nos problemas de produgdo agricola,
que compreendem adversidades climaticas, auséncia de politicas de protecdo aos produtores e
pragas (Food and agriculture organization of United States (FAO), 2019). E consenso na literatura
cientifica que pragas (por exemplo, insetos, fungos e bactérias) podem causar perdas significativas
nas plantacdes, afetando em média 40% de toda a produgdo, o que inclui cultivos importantes para a
dieta humana, como trigo, arroz, soja e milho (ZADOKS, 1996; SHARMA et al., 2000; GOTTULA
& FUCHS, 2009, OERKE 2012).

A tecnologia mais utilizada atualmente para prevenir a perda por pragas ¢ a aplicacdo de
agrotoxicos, que visam exterminar o0s patégenos com o uso destes quimicos sintéticos
(GONCALVES et al., 2020). Mas esta opcao tem-se mostrado perigosa para a saude humana e
ambiental, uma vez que muitos desses quimicos podem ser encontrados no ambiente apos a
utilizacdo e, assim, afetar organismos nao-alvo (ROY, 1998; GONCALVES et al., 2020).

A producao de transgénicos a partir do uso de técnicas de Biologia Molecular e Engenharia
Genética surgiram ha algumas décadas e revolucionaram a producdo agricola a partir do
desenvolvimento de culturas resistentes ao ataque de patogenos de interesse agricola (MRIZOVA et
al., 2014; KUMAR et al., 2020). Uma das primeiras etapas na aplicacdo deste tipo de tecnologia ¢ a
bioprospec¢do, que consiste na busca por genes, moléculas, organismos, genes, e/ou partes
provenientes de seres vivos que possam ter um potencial econdmico e, eventualmente, levar ao
desenvolvimento de um bioproduto (SACCARO JR., 2011). Neste contexto, abre-se a perspectiva
de producdo de cultivares mais resistentes € que proporcionem maior lucro aos produtores aliado a
menos danos ao meio ambiente (KUMAR et al., 2020). Isto também pode contribuir com
economias locais, melhorando ndo apenas a estatistica de pessoas subnutridas, mas trazendo
beneficios a diversos setores da sociedade (TRIPP, 2009; KUMAR et al., 2020).

Nesta perspectiva, a espécie Moringa oleifera Lam., conhecida popularmente como
moringa, apresenta-se como uma planta candidata a estudos de bioprospeccao e desenvolvimento de
produtos transgénicos (GIFONI et al., 2012; PINTO et al., 2015). Nativa da India, a M. oleifera é
disseminada por todo o mundo devido ao seu uso ornamental, além de varias de suas partes serem

utilizadas para fins nutricionais e na medicina popular (FUGLIE et al., 1999).
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Dentre os diversos compostos bioativos presentes em diferentes partes da M. oleifera, a
semente desta planta possui proteinas que potencialmente possuem a capacidade de protegé-la
contra fungos patogénicos, muitos destes sdo também considerados importantes pragas agricolas.
Uma das proteinas antifingicas identificadas foi a Mo-CBP: (do inglés, “Moringa oleifera chitin
binding protein”), que apresenta mecanismo de agdo toxico mediado, em parte, por sua ligagdo a
quitina, um componente da parede celular que suporta as hifas fungicas (GIFONI et al., 2012).
Neste sentido, Mo-CBP: ¢ considerada uma proteina candidata para o desenvolvimento de culturas
transgénicas para conferir protecdo contra fungos fitopatogénicos, o que poderia contribuir,
portanto, para melhoria de produtividade das novas cultivares e redugdo do uso de agrotdxicos
(GIFONI et al., 2012; PINTO et al., 2015).

No entanto, ao explorar uma nova tecnologia que pode ter impactos sobre a saide humana e
ambiental, faz-se necessaria a realizagdao de uma avaliacao de risco precoce das proteinas candidatas
com a finalidade de minimizar o surgimento de efeitos ndo intencionais em organismos ndo-alvo
(NICOLIA et al., 2014; FARIAS et al., 2015; PINTO et al., 2015).

Na ultima década, o peixe-zebra (Danio rerio), também conhecido como “zebrafish” (em
inglés) ou paulistinha, t€ém sido bastante utilizado como sistema modelo para avaliacdo dos
impactos a satide humana e ambiental de produtos biotecnoldgicos (VIEIRA et al., 2021) uma vez
que 70% do seu DNA ¢ homologo ao DNA humano, ha énfase ao uso das fases iniciais da vida
(embrides e larvas) deste organismo, por sua facilidade em absor¢do e resposta a compostos
exdgenos (GONCALVES et al., 2020). Portanto, o uso de embrides de peixe-zebra pode fornecer
informagdes importantes sobre a seguranga de uso da Mo-CBP: para o desenvolvimento de plantas
transgénicas. Previamente, Marchi (2018) relatou que esta proteina ¢ tdxica para embrides de
peixe-zebra, apresentando CLs, de 36,71 = 1,70 mg/L. Além disso, este mesmo estudo também
mostrou que esta proteina possui efeito neurotdxico e altera o balanco de espécies reativas de
oxigénio em embrides de peixe-zebra (MARCHI, 2018). Portanto, faz-se necessario avangar na
compreensdo dos mecanismos de toxicidade da Mo-CBP: e, dessa forma, fornecer subsidios ao seu

uso como ferramenta biotecnologica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Culturas transgénicas

Das 7,6 bilhdes de pessoas que habitam o mundo, 795 milhdes sofrem de desnutri¢dao (Food
Foundation, 2020). Apesar dos objetivos da ONU para erradicar a fome até 2030, o nimero de
pessoas sem acesso a alimentos subiu pelo terceiro ano consecutivo € 0s principais motivos para
esta situacdo resultam de um conglomerado de fracas politicas e problemas ambientais nas
agriculturas locais (FAO et al., 2019).

As mudancas climaticas ¢ um dos fatores que certamente t€ém afetado a producdo agricola.
Nos proximos anos, o aquecimento global pode ser um fator impactante para todo o mundo,
principalmente em regides ja afetadas pela desnutrigao (KANE et al., 2019; PARRY, 2019).

No entanto, o maior problema para o desenvolvimento atual das culturas de importancia
econdmica sdo as perdas relacionadas a pragas, afetando uma média de 40% do recurso total em
areas afligidas. Estas perdas podem ser até bem maiores, podendo alcancar taxas de até 50% em
trigo, 65% em arroz, 40% em batatas, 60% em soja e 82% em algodao, estes sdo alguns dos cultivos
mais importantes para o sustento de grandes populagdes (OERKE 2012; DEUTSCH, 2018).

Em funcdo deste problema, a utilizacdo de agrotdxicos ¢ extremamente difundida entre os
cultivos atuais, principalmente em paises de terceiro mundo (SHARMA, 2019). Contudo, o
consumo destes quimicos sintéticos pode acarretar diversos problemas para a saide humana como:
desordens enddcrinas (MNIF et al., 2011), efeitos no desenvolvimento embrionario (TIEMANN,
2008), desestabilizacdo no metabolismo de lipidios (KARAMI-MOHAJERI & ABDOLLAHI,
2011), hepatotoxicidade (C. FREIRE et al., 2015), hipertensao, diabetes, mal de Parkinson, doenga
de Alzheimer, cancer (KWIATKOWSKA et al., 2014), deméncia (LIN et al., 2015). O que pode ser
maximizado dentre os trabalhadores agricolas, uma vez que estdo diretamente expostos ao agentes
toxicos (BURALLI et al., 2019).

Esse problema também pode se estender aos ecossistemas, dado que estes compostos sao
liberados em ambientes que compreendem biomas que ndo estdo adaptados aos quimicos,
prejudicando organismos nao alvo e influenciando na estabilidade de cadeias troficas inteiras (ROY,

1998; GONCALVES et al., 2020; VIEIRA et al., 2020).
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Apesar do conhecimento destas problematicas, o uso de agrotdoxicos no Brasil tem
aumentado no decorrer das tltimas décadas associado a um crescimento proporcional de mortes ou
sequelas decorrentes de intoxicagdes agudas devido a exposicao direta a esses quimicos sintéticos
(BOMBARDI, 2017). Esse aumento no uso de agrotoxicos tem acompanho uma série de decisdes
governamentais que aumentaram o nuimero de agrotdxicos e afins que podem ser comercializados
no Brasil, tendo essas medidas se intensificado desde 2018. Por exemplo, apenas em 2019 foram
liberados para comercializagdo mais 474 produtos (agrotoxicos e afins) — a maior liberagdo anual
desde 2005 (SOUZA et al., 2020).

Partindo deste principio, a busca por novos recursos naturais, tais como compostos
bioldgicos e quimicos, associada aos avangos da Biologia Molecular e Engenharia Genética durante
o fim do século passado foram cruciais para fornecer novas solu¢des para problemas
contemporaneos (WANI et al., 2020). Uma destas tecnologias ¢ a utilizacdo de plantas transgénicas,
que sdo fitoculturas que transportam genes inseridos artificialmente. Portanto, o cultivo de
transgénicos parece ser uma Otima alternativa ao uso de agrotdxicos com o potencial de melhorar a
produtividade ¢ a economia (MRIZOVA et al., 2014). Em paises em desenvolvimento, esta alta
producdo de alimentos basicos confere uma melhora na produtividade agricola, aumentando o
rendimento e diminuindo os precos destes recursos (TRIPP, 2009).

Nesta perspectiva, a busca de elementos naturais como proteinas e peptideos que possam
conferir resisténcia a pragas tém sido intensa, uma vez que os beneficios de sua incorporagdao em
plantas transgénicas podem ser compensadores a sociedade e ao meio ambiente. No entanto,
nenhuma tecnologia nova esta isenta de riscos e, portanto, deve ser avaliada quanto a presenga de

potenciais efeitos ndo-intencionais contra organismos nao-alvo (FARIAS et al., 2014).
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2.2. Moringa oleifera Lam.

A M. oleifera Lam., conhecida popularmente como “moringa, “acacia branca” ou
“horseradish tree”, ¢ uma arvore (ou arbusto) descrita por Lamarck, em 1785, e faz parte da familia
Moringaceae. Nativa da India, mas introduzida em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo
¢ comumente cultivada para ornamentacdo, mas seu uso mais comum ¢ nutricional (PEREIRA et
al., 2018).

A moringa pode alcancar até¢ 10 metros de altura e possui uma répida taxa de crescimento
(Figura 1). Apresenta folhas imparipinadas, obovadas, com 1-2 cm de comprimento, agrupadas com
3 a 5 pares de folhetos em raques pecioladas de 12 a 25 cm de comprimento. Os frutos possuem
geralmente 1-2 cm de largura, de 30 a 50 cm de comprimento, mas podem alcancar até 120 cm de
comprimento em algumas variedades, secdo transversal longa, pontiaguda e triangular. Possui
sementes pretas oleosas de até 1 cm de didmetro, agrupadas em vagens (Figura 1). Na India
costuma perder as folhas entre dezembro e janeiro e floresce entre fevereiro e margo e s6 produz
frutos maduros em meados de abril e margo, no entanto, em condi¢des constantemente favoraveis

torna-se perene (FUGLIE et al., 1999).

Figura 1 - Moringa oleifera Lam.: sementes (a esquerda) e estrutura arborea (a direita).

Fonte: MfRural 2021; Sitio da Mata 2021

Todas as partes da arvore da moringa sdo comestiveis e hd muito tempo sdo consumidas por
seres humanos. Foi usada como alimento no Egito, Grécia e Roma antigos e, hoje em dia, ¢
amplamente cultivada. H4 muitos usos para moringa, como: produ¢ao de biomassa, producao de

biogas a partir das folhas, agente de limpeza doméstica com folhas trituradas, corante azul da
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madeira , cercas vivas, fertilizantes feitos de misturas com sementes, nutriente foliar do suco
concentrado das folhas, adubo verde, remédios (todas as partes das plantas), plantas ornamentais,
biopesticida (incorporacdo de folhas no solo para evitar o amortecimento das mudas), polpa
(madeira), corda (casca), purificagdo de dgua (sementes em po), dentre outros (KHALAFALLA et
al., 2010)

O dleo de semente de moringa (que corresponde a 30-40% do peso) € utilizado em saladas,
para lubrificacdo de maquinas, na fabricacdo de perfumes e produtos para os cabelos (TSAKNIS et
al., 1999). As folhas da moringa podem ser consumidas frescas, cozidas ou trituradas como farinha
e armazenadas por muitos meses sem perder valor nutricional, ou seja, ¢ uma fonte de nutricdo
extremamente interessante para os tropicos (FAHEY, 2005). A madeira tem baixa qualidade, as
sementes sdo consumidas cruas, torradas, em pd ou mergulhadas em cha (GASSENSCHMIDT et

al., 1995).

2.3. Mo-CBP,

Em 2012, Gifoni e colaboradores identificaram uma nova proteina nas sementes da M.
oleifera, para qual foi imputada um papel na defesa da planta a partir da prevengao contra infecg¢des
por fitopatdogenos flingicos, pragas que assolam os mais variados tipos de culturas. Apesar de nao
possuir atividade do tipo quitinase, B-1,3-glucanase ou, ainda atividade hemaglutinante, esta
proteina foi capaz de impedir a reprodugdo e o crescimento fingico até mesmo depois de aquecida a
100 °C por uma hora ou tratada com o monossacarideo NAG (N-acetilglicosamina) (GIFONI et al.,
2012).

A proteina em questdo faz parte do grupo de proteinas ligantes a quitina (em inglés, “Chitin
Binding Proteins™), que costumam possuir uma grande resisténcia a mudangas de pH e protedlise,
além de massa molecular baixa e mecanismo antifungico a partir da ligagdo a parede celular dos
fungos impedindo as hifas de exercerem seu crescimento. Esta proteina foi nomeada de Mo-CBP;
(“Moringa oleifera Chitin Binding Protein”) e apresenta massa molecular de 14,3 kDa, obtida
através de eletroforese bidimensional (GIFONI et al., 2012). Como parte do mecanismo de agdo
antifingico, foi descrito que a Mo-CBP; consegue interferir com a bomba de protons do citoplasma,
assim como aumento de espécies reativas de oxigénio (BATISTA et al., 2014).

A Mo-CBP; foi classificada como um membro da familia das albuminas 2S, uma das 3
grandes familias de proteinas de armazenamento em sementes. Albuminas 2S geralmente sdo
compostas por uma cadeia de aminoacidos pequena e uma maior ligadas por pontes de dissulfeto. O

genoma das plantas costuma possuir diversos genes de albuminas 2S que nao possuem introns € sao
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organizados como repetigdes em tandem, o que facilita a formag@o de isoformas dessas proteinas. A
Mo-CBP; possui pelo menos 4 DNA complementares que traduzem isoformas. Ja € suposto que
algumas das proteinas nesta familia estdo envolvidas com a defesa da semente e a descoberta da
Mo-CBP; corrobora esta afirmagao (J. E. C. FREIRE et al., 2015).

Sua baixa massa molecular e capacidade de protecdo contra fungos em baixas concentragdes
tornam a Mo-CBP; uma oOtima candidata para o desenvolvimento de transgénicos. Testes
preliminares in vitro, mostraram que esta proteina nao possui atividade hemolitica, o que denota que
sua atividade ¢ possivelmente restrita a fungos e a priori ndo ha risco entre seu contato com células

eucarioticas (BATISTA et al., 2014).

2.4. Avaliacao de risco ambiental

Em vigor no Brasil desde 2004, o Protocolo de Cartagena sobre a Biosseguranga ¢ assinado
por mais de 130 paises e trata-se de um marco nas questdes sobre a avalia¢do de risco de produtos
derivados da Biotecnologia moderna (SENADO, 2006). Neste sentido, este protocolo determina que
devem ser avaliados os possiveis efeitos adversos de organismos geneticamente modificados
(OGM’s) e seus derivados sobre o meio ambiente e, também, a sautde humana (ONU,. 2003).

Neste contexto, ¢ razoavel que proteinas candidatas ao desenvolvimento de OGM’s sejam
precocemente avaliadas quanto aos seus potenciais risco ao homem e aos ecossistemas. Isto pode
poupar tempo e recursos financeiros no processo de desenvolvimento de uma nova cultivar
transgénica, uma vez que proteinas potencialmente perigosas (por exemplo, alergénicas e toxicas)
podem ser rapidamente descartadas ou feitas modificacdes em suas estruturas a fim de debelar os
efeitos indesejaveis (PINTO et al., 2015; FARIAS et al., 2015).

Quanto a avaliacao de riscos ambientais de proteinas transgénicas, o que sao normalmente
feitos sdo testes de toxicidade aguda contra algumas espécies de organismos nao-alvo, em sua
maioria invertebrados terrestres (YU et al., 2011). Contudo, muito pouco se sabe sobre os efeitos
dessas moléculas contra organismos aquaticos, o que ¢ preocupante visto que ja foi relatada a
entrada de produtos derivados de lavouras transgénicas em corpos d’agua (STRAIN E LYDY,
2015). Dessa forma, uma avaliagdo de risco ambiental da proteina antifingica Mo-CBP; que ¢
candidata ao desenvolvimento de OGM’s, poderia fornecer informagdes sobre a seguranga dessa
molécula para os ecossistemas naturais, com énfase aos ambientes aquaticos (MARCHI, 2018).

Previamente, Marchi (2018) mostrou que que a Mo-CBP; apresentou toxicidade aguda para
embrides de peixe-zebra, determinando uma CLs, de 36,71 = 1,70 mg/L em 96 horas de exposi¢ao.

Além disso, a exposicdo de embrides de peixe-zebra a concentragdes abaixo da CLs, para esta
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proteina foi capaz de alterar a atividade da acetilcolinesterase (AChE), um biomarcador de
formag¢do neuronal (ALTENHOFEN et al, 2017), e também de catalase (CAT) e glutationa
S-transferase (GST), biomarcadores de estresse oxidativo (LING et al, 2011; SOPEZKI et al, 2013).
Portanto, ¢ hipotetizado que os efeitos toxicos da Mo-CBP; podem ser desencadeados, em parte,
pelo desbalanco do equilibrio de espécies reativas de oxigénio e danos ao desenvolvimento inicial
do sistema nervoso de peixe-zebra. Esses resultados revelam que esta proteina sob condigdes
especificas pode apresentar riscos tanto a saide humana quanto ao ambiente e, consequentemente,
mais estudos fazem-se necessarios para ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de toxicidade

da proteina.

2.5. Historia natural, classificacio e biologia do peixe-zebra

Em 1822, o naturalista Francis Hamilton relatou pela primeira vez a ocorréncia da espécie
atualmente denominada de D. rerio no rio Kosi, sul da Asia, entre a India e o Nepal. D. rerio ¢é
atualmente classificado como pertencente a familia de peixes dulcicolas Cyprinidae. Foi descrito
como um peixe com varias listras azuis e pretas alternadas pelo corpo achatado, capaz de crescer até
5 cm de comprimento num formato oblongo, possui uma cabeca pequena e meio oval, com olhos
nas laterais que possuem pupilas redondas (HAMILTON, 1822).

Caracteristicas sexuais secundarias indistintas dificultam a diferenciagdo entre machos ¢
fémeas antes da idade reprodutiva (Figura 2). O adulto, no entanto, possui um contorno corporal na
fémea gravidica que € perceptivelmente diferente do masculino, facilitando assim a distingdo entre
os sexos. Os machos costumam possuir barbatanas anais maiores e as papilas genitais distintas das
fémeas. A coloracdo de machos e fémeas ndo proporciona dimorfismo sexual (LAALE, 1977,
PARICHY, 2015).

O D. rerio é popularmente chamado de peixe-zebra por conta de seu tegumento listrado. E
uma espécie ovipara. A primeira desova costuma ocorrer quando as fémeas atingem um
comprimento padrao de 2,49 cm e os machos um comprimento padrdo de 2,31 cm. Essa condicdo ¢
alcangada em 74 a 75 dias de desenvolvimento a 25,5 °C . Os ovos s3o depositados em grande
numero dentro de um periodo de 5 a 45 dias apds a oviposicao anterior, sendo ideal de 5 a 10 dias.
Dificilmente os ovos sdo postos nos primeiros 4 dias apos a oviposi¢ao anterior. O nimero maximo
de ovos obtidos de uma tUnica fémea gravidica pode ser de 1500 a 1800. O nimero comumente
varia entre 150 e 400 ovos por desova (HISAOKA & FIRLIT, 1962; PARICHY, 2015).

Hé influéncia do intervalo de tempo de reprodugdao no niumero de ovos. Um intervalo de

reprodugao de 10 dias garante baixa mortalidade e eclosao uniforme. As larvas eclodem dias apds a
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fertilizagao (NIIMI & LAHAM, 1974; HARPER et al, 2016).

O crescimento e a reprodugdo provavelmente estdo ligados a estagdo do ano, com o
principal periodo de crescimento rapido durante o inicio das estagdes chuvosas. No entanto, as
fémeas maiores (comprimento de 2,3 cm) coletadas em janeiro contém 6vulos maduros, indicando
que a reproducdo pode ndo ser limitada a sazonalidade, mas também pode depender da
disponibilidade de alimentos, o que provavelmente serd maior durante o periodo chuvoso. Esta
conclusdo € consistente com o fato de que o peixe-zebra domesticado se reproduz o ano todo com a
devida alimentacao (SPENCE et al., 2007, CHAKRABORTY et al, 2009).

A nutricdo e a temperatura provavelmente sdo os fatores de maior importincia na
preparacdo do peixe para a fertilizagdo. D. rerio € onivoro e costuma prosperar bem com uma
variacdo de alimentos, tais como plancton, paramécio, minhocas, larvas de mosquitos, dafnias e
drosofilas. Alimentar duas vezes ao dia ¢ adequado, embora seja relatado maiores frequéncias de
alimentag¢do. A temperatura dos tanques de estoque deve ser mantida em 24 °C e os tanques de
criacdo em 26 °C, a agua perdida por evaporacao deve ser substituida pela adicdo de 4gua destilada
ao tanque (HARPER et al, 2016).

E relatado que uma fémea colocada com quatro ou cinco machos a 26 °C produz cerca de
200 a 250 ovos. No entanto, uma propor¢do de duas fémeas para trés machos a 26° C se mostrou

mais produtivo em diversos casos (LAALE, 1977; CHAKRABORTY et al, 2009).

Figura 2 — Dois espécimes adultos de Danio rerio, conhecido popularmente como peixe-zebra ou
paulistinha. Representando o dimorfismo sexual da espécie: A) macho com o corpo esguio e

formato de torpedo e B) fémea com protuberagdo na area ventral.

Fonte: achetudoeregiao 2021
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2.6. Peixe-zebra como sistema modelo na ciéncia

O uso do D. rerio na experimentacao cientifica data de pelo menos 1930, em trabalhos
relatando hibridizacdo de Cyprinidae. A partir de entdo percebeu-se que a facilidade na obtencao
dos embrides, o baixo custo desde a aquisi¢ao dos peixes até sua manuten¢do, além de possibilitar
um objeto de estudo magnifico que s@o os embrides transparentes e em grandes quantidades
(TAVARES, 2013).

Na década de 1960, o peixe-zebra foi usado pela primeira vez na pesquisa sobre cancer,
quando Stanton e colaboradores usaram este organismo para testar os efeitos de agentes
cancerigenos. O peixe-zebra mostrou-se entdo ser um modelo excelente para estudar se o tumor ¢
benigno ou maligno por meio de ensaios de transplante de tumores. Vérios tipos de cancer foram
estudados com esse modelo, como leucemia, melanoma, cancer enddcrino e hepatico a partir de
xenotransplante (xenoenxertos) de células tumorais humanas em embrides de peixe-zebra. ¢é
possivel abordar a migracdo de células tumorais, metastase e angiogénese e até determinar
potenciais agentes e alvos terapéuticos (SEOK et al., 2008).

O peixe-zebra so veio a ser popular no meio cientifico no inicio da década de 1980 com um
grande estudo sobre genética e clonagem de peixes, a partir dai sua notoriedade cresceu, refletida
em seu crescente niumero de publica¢des anuais na area de toxicologia (MIYAWAKI et al, 2020.)

Se destaca pela sua compatibilidade tecidual e de 6rgdos com os homodlogos humanos
(GOLDSMITH et al, 2012), 70% de seu DNA ¢ correspondente ao DNA humano, e até 84% dos
genes causadores de patologias em humanos sdo encontrados no D. rerio (HOWE, 2013), o que
permite uma fécil extrapola¢do de dados importante em pesquisas na satde humana (MIYAWAKI et
al, 2020).

Existem vantagens no uso do peixe-zebra como sistema modelo em Toxicologia e
Ecotoxicologia. Os principais beneficios do uso do peixe-zebra como modelo experimental em
relacdo a outras espécies de vertebrados sdo em relagdo ao tamanho, criagdo e morfologia precoce.
Ao contrario de outras espécies de peixes, como a truta, os adultos de peixe-zebra sao bem menores,
o que reduz muito o espago de moradia e os custos de criagdo. Da mesma forma, o pequeno
tamanho da larva e adulto minimiza os custos através do uso de pequenas quantidades das solugdes
teste, que incluem quimicos, drogas e poluentes. Consequentemente, isto acaba por gerar volumes
menores de residuos para descarte, seja para manejo e criacao de peixes vivos ou para realizacdo de
varios ensaios e avaliacdes histologicas (A. J. HILL et al., 2002).

Nos ultimos anos o peixe-zebra tem ascendido cada vez mais como plataforma biologica

para testes de toxicidade e prospeccdo de drogas, isso porque hd uma grande quantidade de
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substancias que afetam estes organismos e a espécie humana de maneiras muito semelhantes (SHIN
et al, 2002; DELVECCHIO et al, 2011). O peixe-zebra ¢ vulneravel a absor¢cdo de compostos
através da boca, tegumento e branquias e principalmente através do tegumento dos embrides, o que
facilita a administracdo e avaliacdo de compostos (CHAKRAVARTHY et al, 2014). A OECD
(Organizagao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico) recomenda e padroniza ensaios de
toxicidade aguda em embrides de peixe zebra, chamado teste FET (Fish Embryo acute Toxicity)
(OECD, 2013). Nesta perspectiva, o peixe se mostra como uma oOtima ferramenta para teste de
toxicidade de xenobioticos, como proteinas (GRISOLIA et al, 2009; BLAGOJEVIC et al, 2021), o

que torna este organismo adequado ao objetivo do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Ampliar o conhecimento sobre o mecanismo de toxicidade da proteina antifungica Mo-CBP;
em embrides de peixe-zebra (D. rerio), numa perspectiva de contribuir com informagdes de

seguranga desta proteina para o desenvolvimento de plantas transgénicas.

3.2 Objetivos especificos

e Monitorar temporalmente alteragdes morfoldgicas (surgimento de vesiculas) em embrides
de peixe-zebra expostos a Mo-CBPs;

e Avaliar a dependéncia do sitio de ligacdo a agucar da Mo-CBP; para a sua toxicidade
embrionaria;

e Verificar a bioacumulacao da Mo-CBP; em embrides de peixe-zebra,

e Avaliar os efeitos da Mo-CBP; sobre o sistema enzimatico antioxidante e do metabolismo

energético anaerobico;
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao da proteina

Foram fornecidos 50 mg da proteina Mo-CBP; liofilizada pelas professoras Ilka Maria
Vasconcelos e Daniele Oliveira Bezerra de Sousa, coordenadoras do Laboratério de Proteinas
Toxicas (LabTox) da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza-CE). A amostra da proteina foi
mantida sob refrigeragdao entre 2 ¢ 8 °C até o momento dos testes. A identidade e pureza desta
amostra foi previamente confirmada por Marchi (2018) através de uma eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes. A proteina apresentou seu padrdo caracteristico de
bandas (uma banda maior com massa molecular aparente préoxima a 20,1 kDa e duas bandas

menores de massa molecular aparente abaixo de 14,4 kDa) e pureza superior a 90%.

4.2 Obtencao de embrides

Embrides de peixe zebra de linhagem tipo selvagem (geracdo F2), com até 1 hpf (hora
pos-fertilizagdo), utilizados nos testes cedidos pela Unidade de Producao de Organismos Modelo
Nao Convencionais (UniPOM), que fica localizada no Departamento de Biologia Molecular da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil. Os parentais foram mantidos em um sistema
de recirculacdo de dgua com pH e niveis de amodnia e nitrito regularmente monitorados, mantido em
uma sala com temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 14 h claro: 10 h escuro controlados. Para a
obtencdo dos embrides, animais adultos (razdo macho:fémea = 2:1) foram transferidos para um
dispositivo de acasalamento com capacidade de 7 L no dia anterior ao experimento. No dia
seguinte, os embrides foram coletados, lavados com dagua do sistema de recirculagdo e,
posteriormente, alocados em meio embriondrio E3 (NaCl 5,0 mM, KCI 0,17 mM, CaCl 0,33mM e
MgS0O4 0,33mM). Posteriormente, embrides viaveis (padrdao normal de clivagem e auséncia de
alteracdes morfoldgicas) foram selecionados em um microscopio de luz invertida (Televal 31, Zeiss,
Alemanha) em um aumento de 50 x. Embrides invidveis foram congelados e, posteriormente,
incinerados, enquanto embrides excedentes ou utilizados nos experimentos foram previamente
eutanasiados com eugenol antes do congelamento.

Os procedimentos e testes com embrides de peixe-zebra neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB), sob
protocolo n°® 6743030518.
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4.3 Monitoramento de alteracées morfologicas

Resultados preliminares mostraram que a exposi¢do a concentragdes superiores a 25 mg/L
de Mo-CBP; nas primeiras 24 h (de um total de 96 h) induziu a formagao de vesiculas no embridao
de peixe-zebra. Dado o exposto, foi proposta neste estudo a exposi¢do de embrides de peixe-zebra a
Mo-CBP; para monitorar temporalmente o surgimento dessas vesiculas, marcando
morfologicamente a passagem da proteina pela membrana coridnica e seu contato com a superficie
do embrido. Para este experimento, 20 embrides com até¢ 3 hpf foram tratados com 50 mg/L da
proteina durante 24 h, a uma temperatura de 26 = 1 °C e fotoperiodo de 14:10h (ciclo claro/escuro).
A exposic¢ao ocorreu em uma placa de 96 pocos, onde os embrides foram alocados individualmente
em pocos contendo 300 pL da solucao teste. Um grupo controle negativo, onde os embrides foram
expostos apenas a meio E3, foi estabelecido. A analise da formagdo de vesiculas foi feita em
intervalos de 30 min., utilizando um microscopio de luz invertida (Televal 31, Zeiss, Alemanha),

com um aumento de 50 x.

4.4 Incubag¢ao da Mo-CBP; com N-acetilglicosamina e avaliacdo da embriotoxicidade

O teste consistiu em expor embrides de peixe-zebra a proteina Mo-CBP; previamente
incubada com N-Acetilglicosamina (NAG). Este monossacarideo ¢ o componente da quitina
(homopolimero), com o qual a Mo-CBP; interage com seu sitio de ligacao a carboidratos e que ¢
usado como estratégia para purificagao dessa proteina (GIFONI et al., 2012).

Para avaliar se a incubagdo prévia com NAG seria capaz de minimizar os efeitos
embriotdxicos da Mo-CBP;, embrides com até 3 hpf foram divididos em 4 grupos, numerados de 1
a 4, com 20 embrides por grupo e alocados individualmente em uma placa de 96 pogos, cada pogo
contendo um volume de 300 pL da solucao referente a cada grupo. O 1° grupo foi definido como
controle e exposto apenas a meio E3; o 2° grupo foi exposto a 50 mg/L de Mo-CBP5; o 3° grupo foi
exposto 50 mg/L de NAG preparado em meio E3; e 0 4° grupo foi exposto a 50 mg/L de Mo-CBP;
previamente encubada com uma solu¢dao de 50 mg/L NAG em meio ¢ E3 por 30 min, a 26 °C. A
exposicao teve duracao de 96 h. Os embrides foram avaliados quanto a 4 critérios: (i) coagulagdao do
embrido a partir de 24 hpf; (ii) formagao das vesiculas a partir de 24 hpf, que ndo ¢ um sinal de
letalidade, mas foi utilizado como um marcador do efeito inicial da proteina; (iii) curvatura anormal
da coluna apds a saida do corion verificada a partir de 72 hpf; (iv) e parada cardiaca, que foi usado
como marcador de morte as 96 hpf. As observacdes foram feitas a cada 24 h, utilizando um

microscopio de luz invertida (Televal 31, Zeiss, Alemanha), num aumento de 50 x.
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4.5 Verifica¢ao da bioacumulaciao da Mo-CBP;

A proteina Mo-CBP; foi marcada com a sonda fluorescente FITC (Isotiocianato de
fluoresceina) para monitorar sua passagem através do corion e localizacdo espacial no embrido de
peixe-zebra. O protocolo de marcagdo da proteina com FITC foi feito de acordo com Green (1990).
Posteriormente, embrides com até 3 hpf foram divididos em 3 grupos, numerados de 1 a 3, com 9
embrides por grupo e alocados individualmente em uma placa de 96 pogos, cada poco contendo um
volume de 300 uL da solugdo referente a cada grupo. Os grupos de 1 e 2 foram expostos a 12,5 e 25
mg/L, respectivamente, enquanto o 3° grupo foi definido como controle e exposto apenas ao meio
E3. Os embrides foram mantidos protegidos da luz a 26 °C durante 24 h. A cada 6 h, trés embrides
de cada grupo foram coletados e dispostos em uma lamina de vidro para observacao através de
microscopia de fluorescéncia (excitagao de 496 nm) (BX41 Microscope, Olympus America Inc.,

Canadd), num aumento de 50x.

4.6 Avaliacao de estresse metabolico e oxidativo

Para contribuir na compreensao dos mecanismos de toxicidade, embrides de peixe-zebra
foram expostos a concentragdes inferiores a CLy, da Mo-CBP; (36,71 + 1,7 mg/L) previamente
estabelecida por Marchi (2018) para determinagdo de marcadores enzimadticos de estresse
metabolico (lactato desidrogenase-LDH) e oxidativo (glutationa peroxidase-GPx). Para tanto, os
embrides com até 3 hpf foram divididos em 5 grupos numerados de 1 a 5, onde os grupos de 1 a 4
foram expostos a Mo-CBP; nas concentragdes de 10, 15, 20 e 25 mg/L, respectivamente, e o quinto
grupo foi exposto apenas ao meio E3 utilizado como controle negativo. Cada grupo continha 20
embrides que foram alocados individualmente em uma placa de 96 pogos, cada pogo contendo um
volume de 300 puL da solucdo referente a cada grupo. A exposi¢cdo ocorreu durante 96 h, com
temperatura de 26 °C e fotoperiodo de 14:10 h (ciclo claro/escuro). Ao final das 96 h, as larvas
foram separadas em grupos (proporcao de 1 larva para 25 pL de agua destilada) e congeladas (-18 a
-20 °C) para a posterior quantificagdo enzimatica.

No dia das analises das atividades enzimaticas, as larvas foram descongeladas em banho de
gelo, maceradas com um pistilo e centrifugadas (10.000 x g, 4 °C, por 20 min) para coleta do
sobrenadante. Este material foi dividido em diferentes aliquotas para cada ensaio.

Foi utilizado o método fotocolorimétrico de Bradford (1976) para a quantificacdo das
proteinas soluveis, adaptado para uma placa com 96 pogos. Uma curva padrao foi confeccionada a

partir de albumina sérica bovina numa leitura de absorbancia de 595 nm, utilizando um
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espectrofotometro (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific Oy, Finlandia). Cada amostra foi

ensaida em quadruplicata.

4.6.1 GPx

A quantificagdo da atividade da GPx foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Massarsky et al. (2017). Resumidamente, os sobrenadantes larvais (10 uL) foram distribuidos numa
placa de 96 pogos, seguidos da adicao de 200 uL solugdo de ensaio da GPx (7,8 mg de NaN;, 138,3
mg de GSH, 117 pL de glutationa redutase 2 U/mL, 5 mL de agua deionizada e 20 mL KPB-50).
Foi preparado um branco do teste pela substituicio da amostra por 10 pL de KPB-50. A
absorbancia foi lida em 340 nm até que as linhas estivessem planas (aproximadamente 5 min). Em
seguida, foi adicionado em cada po¢o H,O, e, novamente, foi feita a leitura por mais 10 min em
intervalos de 30 s. A atividade especifica de GPx foi expressa em unidades de ‘umol/min/mg de

proteina’. As leituras foram feitas em quadruplicata para cada amostra.

4.6.2 LDH

A determinacdo da atividade da LDH foi realizada através da metodologia descrita por
Domingues et al. (2010). Quarenta microlitros do sobrenadante larval foi incubado com 80 pL de
solugdo tampado TRIS/NaCl/piruvato em um poco de placa de 96 pocos. Apds 30 s, a diminuigdo
dos niveis de absorbancia decorrente da oxidagdo do NADH foi avaliada por leitura em
espectrofotometro, a cada 20 s, durante 5 min, a 340 nm. A atividade especifica de LDH foi
expressa em unidades de ‘umol/min/mg de proteina’. As leituras foram feitas em quadruplicata para

cada amostra.

4.7. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média e desvio-padrao. Dados de atividade
enzimatica foram analisados estatisticamente utilizando o software Graphpad prism 8. Os resultados
foram avaliados quanto a sua normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e, em seguida, a
significancia da diferenca entre as médias foi medida pelo teste ANOVA one way e o pos teste de

Tukey (p <0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Alteragdes morfolégicas

A partir do monitoramento da exposi¢do dos embrides de peixe-zebra com
aproximadamente 3 hpf a Mo-CBP; (50mg/L), durante 24 h, foi observado que o aparecimento das
vesiculas tem inicio ap6s 1 h de exposi¢do a proteina, ou seja, quando os embrides estdo com 4 hpf
(Figura 3A). Inicialmente as vesiculas apresentam-se em pequeno tamanho e espagadas,
tornando-se maiores € mais numerosas at¢ o final das 24 h de exposi¢ao (Figuras 3B e 3C). Deste
tempo em diante, as vesiculas formam agregados maiores e, posteriormente, uma estrutura em rede

que envolve o embrido até o momento de sua morte.

5.2 Inibi¢ao da embriotoxicidade da Mo-CBP; com NAG

Os resultados da exposi¢do de embrides de peixe-zebra com aproximadamente 3 hpf a
Mo-CBP; (50mg/L), previamente incubada com NAG, estdo mostrados na Figura 4. O grupo tratado
somente com Mo-CBP; apresentou taxa de mortalidade de 100% dos embrides, enquanto o grupo
tratado com a mesma concentracdo desta proteina previamente incubada com NAG apresentou 5%
de mortalidade (Figura 4A). Os grupos expostos somente ao meio E3 ou ao grupo NAG
apresentaram taxas de mortalidade (10% e 5%, respectivamente) com tendéncias similares a da
Mo-CBP; (50 mg/L), previamente incubada com NAG (Figura Figura 4A).

De forma semelhante, ndo houve o efeito nao letal do surgimento de vesiculas nos grupos
controle, NAG e nos embrides tratados com Mo-CBP; (50 mg/L) incubada com NAG. E o efeito
ndo letal de coluna curvada surgiu no grupo de embrides tratado com a Mo-CBP; (50mg/L)
incubada com NAG, apresentando apenas e 15% de embrides afetados, bem como ndo apareceram
quadros nao letais nos grupos controle (meio E3) e NAG (Figura 4B). Por outro lado, no grupo
exposto a Mo-CBP; (50mg/L) foi possivel verificar presenca de vesiculas em 100% dos embrides e

5% de larvas recém eclodidas apresentaram curvaturas na coluna (Figura 4B).
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Figura 3 — Monitoramento de alteragdes morfoldgicas em embrides de peixe-zebra expostos a 50
mg/L de Mo-CBP; durante 24 h. A exposi¢do teve inicio com embrides com aproximadamente 3
hpf, sendo acompanhada através de microscopia de luz, num aumento de 50 x. A, C e E sdo
embrides expostos a Mo-CBP; com 5-6, 10-11 e 24 hpf, respectivamente. B, D e F sdo embrides

controle (expostos somente a meio E3) com 5-6, 10-11 e 24 hpf. As setas apontam para as vesiculas
formadas apds a exposicao a Mo-CBP;.

Fonte: Autor 2020
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Figura 4 — Efeitos letais (A) e ndo letais (B) em embrides de peixe-zebra expostos a 50 mg/L de
Mo-CBP;, com e sem incubagdo com N-acetilglucosamina (NAG), e controles (exposi¢do somente a
meio E3 ou a NAG) apds 24 h. Coagulacdo e auséncia de batimentos cardiacos foram os
“endpoints” de letalidade observados, enquanto aparecimento de vesiculas e coluna curvada foram

os efeitos subletais registrados.

A 1004

letais (%) ™

Efeitos letais (%)

Efeitos nao

Meio E3 Mo-CBP3  NAG Mo-CBP3 + NAG Meio E3 Mo-CBP3  NAG Mo-CBP3 + NAG

Fonte: Autor 2020

5.3 Bioacumulacao de Mo-CBP;

A marcagdo fluorescente da Mo-CBP; com FITC possibilitou pressupor o percurso desta
proteina e verificar a sua bioacumulagdo apo6s contato com o embrido de peixe-zebra em meio
aquoso. Como ¢ possivel observar na Figura 5B, ¢ possivel observar fluorescéncia (tons de cinza
mais claros) ao longo da superficie do embrido, com maior intensidade na regido do saco vitelinico.
Dessa forma, a Mo-CBP; consegue atravessar a membrana coriOnica € entra em contato com 0

embrido.



30

Figura 5 - Embrido de peixe-zebra apds exposicdo a Mo-CBP; marcada com FITC, numa
concentragdo de 25 mg/L, por 24 h. A e B referem-se a mesma imagem de embrido exposto a
Mo-CBP; em campo claro e escuro, respectivamente. A imagem B foi tratada com o software GIMP
(https://www.gimp.org) para facilitar a visualizagdo da fluorescéncia. Seta indicando o saco
vitelinico onde hd uma maior emissdo de fluorescéncia. As imagens C e D representam o embrido
controle, respectivamente nos campos claro e escuro, onde ndo ha fluorescéncia. O embrido

controle no campo escuro também foi editado no software GIMP, para que a observacao seja

equivalente.

Fonte: Autor 2021.

5.4 Quantificacao enzimatica de LDH

A quantificacdo da atividade enzimatica de LDH em embrides de peixe-zebra expostos a
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concentragdes subletais de Mo-CBP; ndo demonstrou um aumento significativo (p > 0,05) na
atividade enzimatica de LDH para nenhum dos grupos expostos a Mo-CBP; (com valores para as
concentracgoes 10, 15, 20 e 25 mg/L de 259,4 + DP; 262,3; 277,3 e 243,7 uM/min./mg de proteina,
respectivamente), quando comparado ao grupo controle exposto somente ao meio E3 (2534

uM/min./mg de proteina) (Figura 6).

Figura 6 - Quantificacdo de atividade enzimatica de lactato desidrogenase (LDH) em larvas de
peixe-zebra expostas a diferentes concentragdes (10, 20, 30 e 40 mg/L) da Mo-CBP; ou somente ao
meio embrionario E3, grupo controle, durante 96 h. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdao. Nao foi verificada diferenga significativa (p > 0,05) entre os grupos teste € o

controle.
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Fonte: Autor 2020

5.5 Quantificacao enzimatica de GPx

A quantificagdo da atividade enzimatica de GPx revelou um aumento significativo (p <
0,05) nas concentracdes de 15 e 20 mg/L. de Mo-CBP; (8,077 = DP e 9,931 £ uM/min./mg de
proteina, respectivamente), quando comparadas ao grupo controle E3 (6,492 +) (Figura 7). Por
outro lado, teve uma redugdo significativa (p < 0,05) da atividade na concentragdo mais alta, 25
mg/L de Mo-CBP; (5,221 £ pM/min./mg de proteina). Da mesma forma, na concentracdo mais
baixa de Mo-CBP; 10 mg/mL, houve uma tendéncia de redugdo de atividade (6,274 = uM/min./mg

de proteina) em relacdao ao controle, mas que ndo foi significativa (p < 0,05).

Figura 7 - Quantificacdo de atividade enzimética de Glutationa Peroxidase (GPx) em larvas de
peixe-zebra expostas a diferentes concentragdes (10, 20, 30 e 40 mg/L) da Mo-CBP; ou somente ao
meio embriondrio E3 (E3), grupo controle, durante 96 h. Os resultados sdo expressos como média +
desvio padrdo, com asteriscos (*) indicando diferenga significativa (p < 0,05) entre os grupos teste e

o controle.
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Fonte: Autor, 2020

Previamente, Marchi (2018) mostrou que a proteina antifungica Mo-CBP; isolada das
sementes de M. oleifera ¢ toxica para embrides do vertebrado modelo peixe-zebra, apresentando
uma CLy, 36,71 = 1,7 mg/L em 96 h de exposi¢cdo. Esta proteina apresentou também efeitos
subletais em larvas tais como coluna curvada, além de promover altera¢cdes na atividade de enzimas
do sistema antioxidante GST e CAT (Glutationa S-Transferase e Catalase) e no processo de
neurotransmissao (AChE), o que revela que a Mo-CBP; atua, em parte, através de mecanismos de
inducdo de estresse oxidativo e neurotoxicidade. Uma vez que esta proteina ¢ uma candidata
promissora para o desenvolvimento de plantas transgénicas para conferir resisténcia ao ataque de
fungos fitopatogénicos, faz-se necessaria uma maior compreensdo dos seus efeitos toxicos em
organismos nao-alvo. Neste sentido, este estudo objetivou ampliar o conhecimento sobre os
mecanismos de toxicidade da Mo-CBP; aos estagios iniciais do desenvolvimento do peixe-zebra,
dando suporte ao desenvolvimento de um produto biotecnolégico com menos impactos aos
ecossistemas.

O tnico “endpoint” de letalidade descrito por Marchi (2018) apds exposicao de embrides de
peixe-zebra a Mo-CBP; foi coagulacao embrionaria. O mesmo autor relatou que nas primeiras 24 h
de exposicdo a concentragdes > 25 mg/L desta proteina e anteriormente a verificagdo de morte dos
embrides era possivel visualizar o aparecimento gradual de granulos (chamados aqui de vesiculas)
no espaco perivitelinico (espaco entre o corion e a superficie embriondria), que aumentavam até
formar uma camada amorfa que envolvia o embrido. Nesta condi¢ao, os embrides intensificaram os
movimentos espontaneos, que Marchi (2018) hipotetizou como sendo um mecanismo de defesa ou
ainda de resposta a estresse prolongado. Ademais, o autor afirmou que esses efeitos mostraram que
possivelmente a Mo-CBP; seja capaz de atravessar a membrana coridnica através de mecanismos
que ainda precisavam ser elucidados. Apds o exposto, foi proposto no presente estudo monitorar o
aparecimento das vesiculas ao longo de 24 h de exposi¢do a Mo-CBP; como um possivel marcador
da passagem desta proteina através da membrana coridnica e inicio do desencadeamento dos
processos de toxicidade. Além disso, essa informagdo seria Util para os testes de exposi¢do a
Mo-CBP; marcada com FITC para verificagdo de bioacumulagdo dessa proteina no embrido como
sera discutido adiante.

O aparecimento de vesiculas nos embrides de peixe-zebra iniciou poucas horas apds o inicio
da exposi¢ao a Mo-CBP;, entre 2 e 3 h, e atingiu um maximo apds 24 h de exposicdo. Isto revela
que o primeiro contato entre a proteina e a membrana coridnica seguido do cruzamento desta
barreira, deve ter ocorrido logo nas primeiras horas da exposi¢do, acontecendo por meio de difusdo,

sendo favorecido pela diferenga de concentragdo na regido pericorionica. Como descrito por Marchi
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(2018), a quantidade de vesiculas observadas ¢ dependente da concentracdo de proteina a qual os
embrides sdo expostos. E importante ressaltar que ndo foi em todas as exposi¢des a Mo-CBP; (em
concentragdes > 25 mg/L) que foi possivel visualizar as vesiculas e, em seguida, constatar a morte
dos embrides e também nem todos os embrides afetados pelas vesiculas apresentaram morte,
contudo, o surgimento dessas estruturas pode ser um bom marcador da entrada e interagdo da
Mo-CBP; com a superficie do embrido, que pode ser bastante util em testes para elucidacao dos
mecanismos de toxicidade desta proteina, tais como marcacdo com sondas fluorescentes e estudos
Omicos (metaboldmica, transcriptdmica e protedmica).

Sdo raros os estudos publicados que utilizaram o embrido de peixe-zebra corionado para
investigagdo dos efeitos toxicos de compostos de alta massa molecular como ¢ o caso da Mo-CBP;,
que ¢ uma glicoproteina basica semelhante a uma merolectina de 14,3 kDa (GIFONI et al., 2012).
Certamente, um dos principais motivos para isso € que a membrana coridnica ¢ impermeavel a
moléculas com massa molecular superior a 3,5 kDa (BONSIGNORIO et al., 1996; OECD, 2013).

13

Um dos poucos exemplos ¢ aquele da lectina WSMoL (do inglés “water-soluble lectin from
Moringa oleifera seeds”), de 60 kDa, que causou a mortalidade (CLs, 200 mg/L) de embrides de
peixe-zebra com codrion intacto, além de alterar o comportamento natatorio e a atividade da AChE
em concentragdes subletais (SILVA et al., 2017). E sabido que esta classe de proteina possui um ou
mais dominios de ligagdo a agucar que sdo capazes de interagir reversivelmente com glicoproteinas
de membranas bioldgicas, serem internalizadas e, em seguida, podem exercer uma variedade de
atividades biologicas, que podem incluir atividade antifingica, antibacteriana, antiprotozoario,
dentre outras (SANTOS et al., 2014). Junto a isso ¢ conhecido que a membrana coridnica possui
uma grande diversidade de carboidratos presentes em suas glicoproteinas (BONSIGNORIO et al.,
1996), podendo se configurarem como sitios potenciais de interacdo com moléculas exdgenas. Uma
vez que a Mo-CBP; possui um sitio de ligacao a carboidratos € provavel que sua passagem atraveés
do corion de embrides de peixe-zebra seja a partir da interagdo inicial com as glicoproteinas de
membrana.

A fim de testar esta hipotese foi proposta a incubacido da Mo-CBP;com NAG, acticar que é
utilizado na purificagdo desta proteina através de cromatografia de afinidade em coluna de quitina
(GIFONI et al., 2012). Ap6s a incubagdo com NAG, os embrides de peixe-zebra foram expostos a
proteina para verificagdo da ocorréncia dos efeitos letais e ndo letais previamente relatados. Essa
estratégia foi utilizada também por Gifoni e colaboradores (2012), que mostraram que a incubagio
prévia da Mo-CBP; com NAG nao interferiu em suas propriedades antifungicas. Ao contrario do
que foi encontrado por Gifoni et al. (2012), a incubagdo prévia da Mo-CBP; com NAG afetou a

atividade toxica letal da proteina em peixe-zebra, diminuindo drasticamente a mortalidade e efeitos
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ndo letais em embrides e larvas tratados. Portanto, a interagdo do sitio de ligagdo a carboidrato da
Mo-CBP; com carboidrato(s) presente(s) na membrana coridnica faz parte (pelo menos,
parcialmente) dos mecanismos de internalizacdo desta proteina e, consequentemente, do contato
com a superficie embrionaria. Esta constatagao pode ser extremamente interessante ao analisar o
interesse cientifico e industrial na Mo-CBP;. J4 que a presenca do NAG nao impede esta proteina de
exercer seu papel de inibicdo sobre a proliferacdo fungica, ¢ possivel propor modificagdes
estruturais a fim de debelar a por¢ao ligante a carboidratos e, dessa forma, tornar a proteina mais
segura para os organismos nao-alvo. No entanto, mais informacdes sobre a estrutura e interagao da
Mo-CBP; com outras moléculas ¢ necessario para obten¢do de conclusdes mais robustas sobre os
efeitos de possiveis modificagdes estruturais nas atividades bioldgicas desta molécula.

Apds a passagem através da membrana coridnica, foi possivel verificar pela marcacdo da
Mo-CBP; com FITC que, apos 24 h de exposicdo, esta proteina recobriu toda a superficie
embriondria, mas concentrou-se de forma mais intensa na regido do saco vitelinico. Fazendo um
paralelo com o surgimento das vesiculas, ¢ possivel inferir que estas resultam da presenca da
proteina no fluido viscoso encerrado no espago perivitelinico (entre o corion e a superficie do
embrido) (HAMM et al., 2018) e/ou seja um produto da interagdo entre a proteina € o proprio
embrido. Isto ¢ corroborado pelo fato de que o aparecimento das vesiculas atingiu seu maximo
(dentro do periodo analisado) quando foi possivel visualizar a Mo-CBP; concentrada na regido do
saco vitelinico.

O fato da Mo-CBP; acumular nesta regido do embrido ¢ dificil de explicacdo com os dados
atuais na literatura, mas ¢ sugerimos neste trabalho que possa estar relacionado a presenca de
carboidratos na membrana vitelinica do embrido de peixe-zeba que possam interagir com o sitio de
ligacdo da proteina. O fato é que a regido do saco vitelinico € vastamente irrigada por vasos
sanguineos que transportam os nutrientes para o embrido em desenvolvimento (SANT E TIMME
LARAGY, 2018) e que podem, portanto, viabilizar a absor¢do e o transporte da Mo-CBP; por todo
o embrido. Apos distribui¢do sistémica da proteina € possivel que os mecanismos de toxicidade em
seus diversos niveis (moleculares, bioquimicos e fisiologicos) possam ser desencadeados, que
envolvem, em parte, a alteracdo do equilibrio de ROS e neurotoxicidade (MARCHI, 2018). Dada a
importancia do vitelo para a nutri¢do e desenvolvimento do embrido, ¢ provavel que a Mo-CBP;
também interfira na mobilizacdo e distribui¢do dos nutrientes assim como descrito para outros
toxicantes (SANT E TIMME LARAGY, 2018).

A fim de ampliar o conhecimento dos mecanismos de toxicidade da Mo-CBP; foi feita uma
nova exposicado de embrides de peixe-zebra a concentragdes subletais desta proteina para

determinagdo da atividade de GPx e LDH. A GPx ¢ uma enzima que pertence a uma familia de
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selenoproteinas, e sua fungdo ¢ catalisar a reducdo do perdxido de hidrogénio (H,0,), o que a torna
muito importante na defesa celular contra ROS (ICHODARO, et al. 2018). O aumento da atividade
de GPx nas concentragdes de 10, 15 e 25 mg/L de Mo-CBP; ¢ diferente de resultados encontrados
por (MARCHI, 2018) em outras enzimas, que mostrou que CAT e GST, também envolvidas na
neutralizacdo de ROS, tiveram suas atividades reduzidas apds exposi¢cdo de embrides as mesmas
concentragdes. O aumento de GPx, em contraste com a diminuicdo de GST e CAT nessas
concentragoes, pode indicar que vias bioquimicas catalisadas por esta enzima foram priorizadas
para neutralizar as ameagas causadas por ROS, ja que esta enzima ¢ considerada mais importante do
que a CAT por ter uma afinidade maior e conseguir eliminar H,O, quando este estd numa
concentragdo muito mais baixa (DUAN, 2015).

Por sua vez, a LDH ¢ uma enzima responsavel por converter o piruvato no final da glicolise
em lactato. Uma mudan¢a no padrao desta enzima, pode indicar uma alteragdo no metabolismo
energético, ja que ela ¢ importante na via metabolica anaerdbica, e também ¢é essencial para o
desenvolvimento muscular, sendo considerada como um marcador de hipoxia e lesdo celular em
células do figado, coracdo, pancreas, rins, musculos esqueléticos, cérebro e globulos vermelhos
(DOMINGUES et al. 2010; VIEIRA et al. 2008). A exposicdo dos embrides a Mo-CBP; nao
mostrou uma altera¢do significativa na atividade de LDH, evidenciando que os mecanismos de

toxicidade ndo perfazem a indugdo de estresse metabolico via hipoxia.
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6. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a Mo-CBP; ¢ capaz de atravessar a membrana coridnica de
embrides de peixe-zebra (Danio rerio) através de mecanismos que envolvem, pelos menos em
parte, sua interagdo com carboidratos presentes nesta estrutura. Que a interagdo da proteina com o
acucar NAG pode inibir sua atividade toxica letal. Apos chegar ao espaco perivitelinico, Mo-CBP;
se acumula na superficie corporal do embrido, concentrando-se na regido do saco vitelinico. Além
disso, foi visto que concentragdes subletais de Mo-CBP; alteraram a atividade de GPx, sugerindo
que a proteina afeta o sistema de defesa contra espécies reativas de oxigénio e gera estresse
oxidativo. O conjunto de dados apresentados neste trabalho reportam pela primeira vez os
mecanismos basicos pelos quais uma proteina de alta massa molecular, neste caso uma lectina, ¢
capaz de atravessar a membrana corionica de peixe-zebra e promover efeitos toxicos. Por fim, ¢
importante que mais estudos ecotoxicologicos sejam realizados com Mo-CBP; a fim de dar suporte

ao uso desta proteina no desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos com menos impactos aos

ecossistemas aquaticos.
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