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1. INTRODUGAO

As mudancgas climaticas constituem uma tematica de alta relevancia, uma vez
que dados recentes indicam um aumento progressivo na frequéncia de eventos
climaticos extremos, tornando-se uma realidade cada vez mais presente no Sul do
Brasil. A enchente de 2024 no Rio Grande do Sul tornou-se um dos eventos mais
extremos de desastres hidrolégicos do estado, afetando 92% dos municipios através
de chuvas volumosas e resultando em contaminagdo ambiental, principalmente na
Laguna dos Patos (BRASIL DE FATO, 2024).

Com propor¢des historicas, tais eventos ndo se restringem as perdas
socioecondémicas, os danos humanos e ambientais também requerem atencgéo e
investigacées aprofundadas. Os contaminantes liberados ndo apresentam riscos
apenas para o ecossistema aquatico, mas desencadeiam uma cascata de efeitos
que impactam diretamente a populacdo humana que depende destes recursos
(CRAWFORD et al.,, 2022). Assim, o tema caracteriza-se como de extrema
relevancia no contexto da Saude Unica, que enfatiza interconexdo entre saude
humana, animal e ambiental.

Entre as consequéncias da exposicdo de organismos aquaticos a
contaminantes ambientais, pode-se observar comprometimento de fungdes
reprodutivas por diferentes mecanismos moleculares (DOMINGUES et al., 2021) e
efeitos anti-androgénicos (BAUTISTA et al.,, 2018). Tais efeitos podem estar
relacionados ao impacto sobre o gene cffr (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), canal ibnico essencial para a fungdo espermatica normal
(TEKTEMUR et al., 2021), responsavel pelo transporte de CI- e fundamental em
processos celulares relacionados a motilidade espermatica, incluindo capacitagao,
reagdo acrossdmica e batimento flagelar (CONG et al., 2023). Nesse sentido, a
reducao da expressao de cftr esta diretamente correlacionada com a diminui¢ao da
qualidade espermatica, tornando-se um alvo chave para o equilibrio e
sustentabilidade dos ecossistemas aquaticos.

O zebrafish (Danio rerio) € um modelo valioso e amplamente usado em
estudos ecotoxicologicos, em razao de sua elevada sensibilidade a contaminantes e
homologia genética com outros vertebrados, apresentando cerca de 70% de
correspondéncia com genes humanos (XIONG et al.,, 2018). Nesse contexto, a
avaliacdo de expressao de cffr em zebrafish € uma ferramenta para compreenséao
dos mecanismos de impactos na reprodugdo pelos poluentes encontrados nas
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enchentes, podendo servir de preditor para possiveis consequéncias nao apenas
nos ecossistemas aquaticos, mas também para a saude humana.

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi investigar a exposigéo cronica a
agua contaminada da enchente de 2024, na alteracdo da expressao do gene cftr e
correlacionar essas alteragdes com parametros reprodutivos em zebrafish machos,
contribuindo para o entendimento dos impactos ecotoxicoldégicos de desastres
ambientais no contexto da Saude Unica.

2. MATERIAIS E METODOS

Um total de 120 zebrafish machos adultos foi dividido em dois grupos, sendo
um grupo controle (CT), sem exposigdo a agua contaminada, e outro grupo
tratamento (FL) mantido em exposicdo a agua da enchente por 14 dias. Cada
tratamento contou com 3 tanques (triplicata), cada um com 20 animais. Os animais
foram mantidos com fotoperiodo de 12/12horas, alimentados 3 vezes ao dia com
racao comercial e Artemia salina, com parametros fisico-quimicos monitorados
(temperatura 27,9 £ 0,9 °C, pH 6,9 £ 0,2, oxigénio dissolvido 7,9 £ 2,4 mg/L). A agua
das enchentes utilizadas neste protocolo experimental foi coletada no canal de
acesso do porto do Rio Grande, entre os molhes Leste e Oeste, enquanto a pluma
de sedimentacdo comecgava a se direcionar para o mar. Para isso, uma pequena
expedigdo embarcada foi necessaria para que a agua pudesse ser bombeada para
recipientes de 60 L e posteriormente transportada para o laboratorio.

Para analise da expressao génica, os peixes do grupo FL foram eutanasiados
(CEUA 015286/2024-61) por imersao em tricaina (MS-222) na concentragédo de 400
mg/L. As gbnadas foram dissecadas e armazenadas a -80 °C até o uso. A extragao
de RNA total foi realizada utilizando reagente Trizol® combinado com PureLink™
RNA Mini Kit. A qualidade do RNA foi verificada por espectrofotometria (razédo
Asso/Asge = 2,0) e fluorimetria com Qubit®. A sintese de cDNA foi realizada utilizando
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit com 1000 ng de RNA total por
reacdo. A PCR quantitativa em tempo real foi conduzida no sistema QuantStudio 3
utilizando SYBR™ Green PCR Master Mix, com reag¢des em duplicata. E os primers
especificos para cftr foram: forward: 5'-CGGCACCTTTCAGTGGTGTG-3' e reverse:
5-GGTTTGGGCGTCTCAGATGG-3. Os genes eef1a e rpl13a foram utilizados como
normalizadores. A expressao relativa foi calculada pelo método 244°T,

Para a avaliacdo de parametros reprodutivos foi realizada a avaliagao visual
sob microscopia Optica da motilidade espermatica contabilizada através da
porcentagem de espermatozoides mdéveis e o tempo de motilidade.

Os dados obtidos foram analisados pelo teste t de Student, com o intuito de
comparagao entre os grupos, sendo p < 0,05 estatisticamente significativo. Os
resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram uma regulagdo negativa do gene cftr no grupo FL
em relagdo ao CT e redugdo da motilidade espermatica, sendo 75% no grupo FL em
comparagao a 99% no grupo CT. A reducédo de 24% na motilidade espermatica
representa um comprometimento relevante na capacidade reprodutiva, considerando
que em peixes a fertilizacdo € externa e altamente dependente da capacidade de
locomocgao dos espermatozoides para alcancar e fertilizar o évulo no ambiente
aquatico. Assim, uma reducéo de motilidade significa um comprometimento direto do
sucesso reprodutivo.
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Estes achados estdo diretamente correlacionados e podem ser associados, ja
que cftr é essencial para fertilizagao, funcionando como canal ibnico que transporta
principalmente CI-, expresso tanto na cabecga quanto na cauda dos espermatozoides
(TEKTEMUR et al., 2021). Um efeito negativo na expressao do gene, € capaz de
gerar um mau funcionamento dos canais de CI, fundamentais para manter o
equilibrio osmaético e idnico necessario para o batimento flagelar eficiente dos
espermatozoides. A disfuncdo desses canais resulta em comprometimento da
capacidade de fertilizagdo, impactando diretamente a sustentabilidade das
populacdes aquaticas.

A supressao da expressao génica observada, demonstra que a contaminagao
da bacia hidrografica da Laguna dos Patos pode ter consequéncias crbnicas e
duradouras nas populagbes de peixes, dando indicios de possiveis respostas em
outras espécies de vertebrados. Os resultados evidenciam sérios efeitos sobre a
ecologia e a saude unica das regides acometidas por enchentes, indicando a
importancia de pesquisas continuas, suporte adequado, investimentos e maior
atencédo governamental.

4. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que a exposi¢do cronica a aguas
contaminadas das enchentes de maio de 2024, desempenha um fator de impacto
reprodutivo em machos da espécie zebrafish. Além disso, evidenciou o gene cftr
como biomarcador molecular sensivel para avaliacdo de impactos reprodutivos de
contaminantes ambientais e melhor elucidou uma relacdo causal entre alteracao
genética e comprometimento reprodutivo, assim como possiveis vias moleculares
fundamentais na reprodugdo de peixes do sexo masculino. Esses resultados
fornecem uma base cientifica para a necessidade de monitoramento ambiental e
avaliacdo de riscos ecotoxicolégicos em ecossistemas impactados por eventos
climaticos extremos.
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