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RESUMO

A deteccdo de agrotoxicos em corpos d’agua tem se tornado cada dia mais
frequente, devido ao aumento da producdo e exportacdo agricolas, uso
indiscriminado e descarte inadequado de derivados desses contaminantes. Essa
contaminacéo se da atraves da chuva, irrigacéo, lixiviacdo e ventos podendo atingir
o aquifero freatico. A biota aquatica € uma das mais prejudicadas, pois esta
constantemente exposta a substancias toxicas oriundas de efluentes domeésticos,
industriais, drenagem agricola e lavagem de embalagens. A atrazina é um herbicida
pertencente ao grupo das triazinas, que representam 30% da producdo mundial de
herbicidas e € utilizada no controle de ervas daninhas em plantacdes de milho, cana
de acucar e sorgo. Os anuros sdo considerados 6timos bioindicadores ambientais,
pois estdo constantemente expostos a dgua e ao ambiente terrestre. O objetivo
desse trabalho foi analisar os efeitos bioquimicos do herbicida atrazina sobre o
figado de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus). As concentracdes de
atrazina foram calculadas tomando-se como base a concentracdo maxima permitida
em &guas brasileiras para o consumo humano (2ug L™). Foram testadas as
concentracdes de 40 pg L™?, 200 ug L™, 2.000 ug L™ e 20.000 pg L™ além de um
controle negativo (sem adicdo do produto), aos quais 0s organismos ficaram
expostos por 168h. Os biomarcadores de rim, lipideos, figado, ossos, célcio e
sangue demonstraram que a atrazina causou desnutricdo, anemia, perda de massa
muscular e danos hepaticos no figado, indicando que os girinos tiveram um aumento

no gasto de energia para tentar manter a homeostase.

Palavras-chave: pesticidas, sangue, anfibios, proteina, glicose, marcadores

bioguimicos, toxicologia



ABSTRACT

The detection of agrochemicals in water bodies has become increasingly
frequent due to increased agricultural production and export, indiscriminate use and
inadequate disposal of derivatives of these contaminants. This contamination occurs
through rain, irrigation, leaching and winds, reaching the water table. Aquatic biota is
one of the most impaired because it is constantly exposed to toxic substances from
domestic, industrial effluents, agricultural drainage and washing of packaging.
Atrazine is a herbicide belonging to the triazine group, which accounts for 30% of the
world herbicide production and is used to control weeds in maize, sugar cane and
sorghum plantations. Anurans are considered good environmental bioindicators,
since they are constantly exposed to water and the terrestrial environment. The
objective of this work was to analyze the biochemical effects of the herbicide atrazine
on the liver of tadpoles of bullfrog (Lithobates catesbeianus). The concentrations of
atrazine were calculated based on the maximum concentration allowed in Brazilian
waters for human consumption (2ug L™?). The concentrations of 40 ug L™, 200 ug L™,
2,000 ug L™ and 20,000 pg L™ were tested in addition to a negative control (without
addition of the product), to which organisms were exposed for 168 h. Biomarkers of
kidney, lipid, liver, bone, calcium and blood demonstrated that atrazine caused
malnutrition, anemia, loss of muscle mass and liver damage in the liver, indicating

that tadpoles had an increase in energy expenditure to try to maintain homeostasis.

Keywords: pesticides, blood, amphibians, protein, glucose, biochemical markers,

toxicology



INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de agrotoxicos tem sido intensificada visando a protecdo de
lavouras contra doencgas e pragas devido ao aumento pela demanda por produtos
agricolas em grande escala, em menor tempo e com qualidade melhor. Isto faz com
que a presenca destes poluentes seja constante nos corpos hidricos aumentando
assim os riscos ambientais (RAMALHO et al., 2000; VASCONCELOS, 2014).

De acordo com a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, os pesticidas sao
definidos como produtos que alteram a composicdo da flora ou da fauna,
preservando-as de acbes danosas de seres nocivos (BRASIL, 1989). Herbicidas
estdo entre os tipos de agrotoxicos mais utilizados e comercializados em todo o
mundo (STENERSEN, 2004). Em 2008, o Brasil assumiu o posto de maior mercado
consumidor de agrotoxicos do mundo segundo o Sindicato Nacional da Inddstria de
Produtos para a Defesa Agricola- SINDAG (SINDAG 2011).

Os pesticidas possuem a “Avaliacdo do Potencial de Periculosidade
Ambiental” e sdo classificados de acordo com as suas propriedades fisico-quimicos,
toxicidade para diversos organismos, capacidade de acumulagédo em tecidos vivos,
persisténcia no ambiente, capacidade de deslocamento através do solo, ar ou agua,
capacidade de causar mutacfes, cancer e mas formacdes em fetos ou embrides e
se causam risco na reproducdo de aves e de mamiferos. De acordo com essas
caracteristicas eles sao incluidos em quatro classes distintas: | — Produto Altamente
Perigoso, Il — Produto Muito Perigoso, Il — Produto Perigoso e IV — Produto Pouco
Perigoso (IBAMA, 2010). Os agrotoxicos também séo classificados de acordo com
sua toxicidade em humanos: | - Extremamente toxico, Il — Altamente toxico, Il —
Medianamente téxico e IV - Pouco toxico (SVS, 1992). Alguns agrotoxicos tém a
capacidade de se dispersar no meio ambiente e outros possuem a capacidade de se
acumular no organismo humano, inclusive no leite materno (CARNEIRO et al.,
2012). Grande parte dos agrotoxicos sdo capazes de desregular o equilibrio
endocrino em mamiferos e na biota aquatica. S&o cancerigenos, causam
infertilidade, mas-formacdes congénitas e modificacdes na qualidade do sémen em
humanos (WAISSMANN, 2002; ISLAN; HARA; MIYAKE, 2002; KOIFMAN e
HATAGIMA, 2003; CHRISTIN et al., 2004).



A atrazina (ATZ) (1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino- 2,4,6 triazine) pertence
ao grupo das triazinas, que sao responsaveis pela inibicdo fotossintética, fazendo
com que o fluxo de elétrons no fotossistema Il seja interrompido (HESS, 2000). A
ATZ possui alta persisténcia no solo e amplo potencial de contaminacdo ambiental
devido sua alta capacidade de lixiviacdo e escoamento. E solivel em solventes
organicos e € encontrada facilmente em corpos dagua e em aguas de
abastecimento publico. (BESPLUG et al.,, 2004; FUERT and HORMAN, 1991;
GRISOLIA, 2005; KLEINSCHMITT, 2007). Apresenta potencial carcinogénico para o
ser humano, sendo absorvida via trato gastrointestinal e distribuida pelos rins, figado
e outros tecidos (DONNA et al., 1989; VIEIRA et al., 2014, STAYNER et al., 2017).
Residuos de ATZ podem permanecer estaveis em leite e agua, causando efeitos
neurologicos e reprodutivos, entretanto, ela ndo magnifica (SOLOMON et al.,2008;
GILDEN et al., 2010; GARCIA et al., 2011).

A aplicacdo da ATZ, na pré- emergéncia das plantacdes é realizada antes
simultaneamente ou depois da semeadura. Na poOs-emergéncia, deve ser feita
preferencialmente nos estagios iniciais de desenvolvimento das ervas daninhas em
plantac6es de milho, cana de acucar, milho e soja (EMBRAPA, 2006; SILVA et al.,
2007). Sua classificacdo quanto ao potencial de periculosidade ambiental € Il
(produto perigoso) e quanto a toxicologia é Il (medianamente toxico).

No Brasil de acordo com a portaria 2914 o limite maximo de ATZ permitido em
aguas destinadas ao consumo humano e em aguas doces pertencentes as classes |,
Il e lll é de 2 pg I'(BRASIL, 2011; CONAMA, 2005).

A meia vida no solo varia em torno de 60 dias, mas isso pode variar de acordo
com o tipo de microbiota, condicdo climatica, disponibilidade de nutrientes como
carbono e nitrogénio. Na agua sua meia vida é em torno de 1200 dias (SILVA et al.,
2007; HUNTER and SHANER, 2010). A maioria das investiga¢gdes sobre os efeitos
da ATZ se concentram em peixes e anfibios (ROHR e MCCOY, 2010).

A introducao dos herbicidas no ambiente aquatico ocorre través da aplicacao
na agricultura ou diretamente na agua, visando a eliminagdo de espécies de plantas,
algas ou vetores de doencas indesejaveis (ABEL, 1989). Estes usos podem causar
problemas a curto, médio e longo prazo na comunidade aquatica e sao dependentes

das caracteristicas fisico-quimicas, desta forma, podem se ligar ao material



particulado em suspensao, se depositar no sedimento de fundo ou ser absorvidos
por organismos aquaticos (SILVA & SANTOS, 2007).

O conhecimento da toxicidade de agentes quimicos a diferentes organismos
aguaticos possibilita avaliar, quantificar e definir limites de emissdo destas
substancias, estabelecendo padrdes na qualidade da &gua e avaliando o nivel de
periculosidade ambiental. Os ensaios ecotoxicolégicos sdo uma ferramenta para
atingir esses objetivos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). Para avaliar esses
impactos o uso de biomarcadores sdo necessario, pois avaliam os efeitos subletais a
diferentes tipos de contaminantes, tais como os metais, xenobi6tocos organicos e
compostos organometalicos (ROSS et al., 2002).

Desde a década de 1980 a populacdo de anfibios vem sofrendo uma drastica
diminuicdo (BLAUSTEIN et al., 1994; SPARLING e FELLERS, 2009; HAYES et al.;
2010). Diversos autores relacionam esse declinio devido a poluicdo quimica,
introducéo de espécies exdticas, aumento da radiacdo ultravioleta e patégenos que
causam diminuicdo na taxa de crescimento, ma formacao e anormalidades (ALLRAN
e KASAROQV, 2000; BOONE et al., 2007; HAYES et al., 2002).

Os anfibios séo utlizados como modelos de estudos em ensaios
ecotoxicolégicos, porque possuem pele permeavel e dependem do ambiente
aquatico para reproducdo e desenvolvimento larval. Muitas vezes esses
reservatorios de agua estdo proximos a areas agricolas e podem ser depdsitos de
pesticidas (FRANCA et al., 2015; KIESECKER, 2004; STUART et al., 2004,
STORRS e KIESECKER, 2004; SILVANO e SEGALLA, 2005).

A espécie Lithobates catesbeianus popularmente conhecida como ra-touro é
uma espécie exotica do nordeste dos E.U.A e sudeste do Canada (SCHLOEGEI et
al., 2010). E considerada um excelente bioindicador ambiental e seu uso em ensaios
ecotoxicoldgicos ocorre pela sua distribuicdo ampla, facilidade de criagdo, aquisicao
e sensibilidade elevada na avaliacédo de efeitos deletérios de aguas contaminadas.

Seus Orgdos sao excelentes biomarcadores de qualidade ambiental,
alimentar, sanitario e zootécnico. Qualquer alteracdo ambiental ird afetar suas
branquias, rins, figado e sangue (FERREIRA et al., 2002; FERREIRA et al., 2004,
HIPOLITO et al., 2004). Também podem ser analisados os marcadores de sangue

(glicose sanguinea e plasmatica), dos rins (ureia e creatinina), de lipidios (colesterol,



HDL, triglicérides), de ossos (célcio) e do figado (Transaminase glutamico piravica-
TGP, Fosfatase alcalina — FAL, quantificacdo de proteina, fendis, peroxidase e
polifenoloxidase).

O sangue é uma excelente ferramenta para as avaliacdes fisioldgicas,
bioquimicas e patoldgicas nos animais, pois estéa constantemente em contato com
0s oOrgaos, tecidos e células (ADHIKARI et al., 2004). Através dos parametros
hematoldgicos é possivel estimar se o animal apresenta problemas nutricionais, ma
alimentacdo, ma absorcdo intestinal, parasitoses, inflamacdes, intoxicacoes,
infeccbes, estresse, disturbios metabdlicos e outras anomalias (RANZANI-PAIVA et
al., 2004).

O figado possui funcdes, de excrecao de produtos de degradacédo, secrecao
da bile, armazenamento de lipidios e glicogénio, sintese de globulinas e albumina,
esterificacdo de &cidos graxos livres, metabolismo de proteinas, carboidratos e
gorduras, regulando a concentragcdo de metabdlitos no sangue. Dessa forma,
alteracdes nas funcdes basicas podem prejudicar o desenvolvimento desse
organismo, podendo levar a um quadro irreversivel, diminuicAo na taxa de
crescimento e a morte (DELLMANN and BROWN, 1982; GUYTON and HALL, 2002).

O presente trabalho esta escrito em um capitulo, na forma de artigo cientifico,
intitulado “Avaliacdo do potencial toxico da atrazina sobre girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus)”, que teve como objetivo analisar os danos gerados ao

equilibrio bioquimico desses animais apds a exposicao ao herbicida atrazina .

REFERENCIAS

ABEL, P.D. 1989. Watter pollution. Chichester: Ellis Horwood Limited. London.
Taylor & Francis. 296p.

ADHIKARI, S.; SARKAR, B.; CHATTERJEE, A.; MAHAPATRA, C.T.; AYYAPPAN, S.
2004. Effects of cypermethrin and carbofuran on certain hematological parameters
and prediction of their recovery in a freshwater teleost, Labeo rohita (Hamiltom).

Ecotoxicology and Environmental Safety, 58(2): 220-226.



ALLRAN, J.W.; KARASOV, W.H. 2000. Effects of atrazine and nitrate on northern
leopard frog (Rana pipiens) larvae exposed in the laboratory from posthatch through

metamorphosis. Environmental Toxicology, 19(11): 2850-2855.

BESPLUG, J.; FILKOWSKI, J.; BURKE, P.; KOVALCHUK, I|.; KOVALCHUK, O.
2004. Atrazine Induces Homologous Recombination But Not Point Mutation in the
Transgenic Plant-Based Biomonitoring Assay. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, 46(3): 296-300.

BLAUSTEIN, A.R.; WAKE, D.B.; SOUSA, W.P. 1994. Amphibian declines: judging
stability, persistence, and susceptibility of populations to local and global extinctions.
Conservation Biology 8:60-71.

BOONE, M.D.; SEMLITSCH, R.D.; EDWARD, E.L.; DOYLE, M.C. 2007 Multiple
stressors in amphibian communities: effects of chemical contamination, bullfrogs,
and fish. Ecological Applications, 17(1): 291-301.

BRASIL, 1989 LEI n° 7.802, de 11 de julho de 1989. Legislacdo federal de
agrotoxicos e afins. Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Brasilia.
Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L7802.htm. Acesso em
agosto de 2018.

BRASIL, 2011. Portaria n.° 2.914, de 12 de dezembro de 2011. DispGe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrao de potabilidade. Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
Brasilia. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2011/prt2914 12 12 2011.html.

Acesso em agosto de 2018.

CARNEIRO, F.; RIGOTTO, R.; GIRALDO, L.; PIGNATI, W.; RIZZOLO, A,
ALEXANDRE, V.P.; FARIA, N.M.X.; FRIEDRICH, K.; MELLO, M.S.C. 2012. Dossié



ABRASCO — Um alerta sobre os impactos dos agrotéxicos na saude. Parte 1 -
Agrotoxicos, Seguranca Alimentar e Nutricional e Saude. Rio de Janeiro.

Disponivel em: https://www.abrasco.org.br/dossieagrotoxicos/wp-
content/uploads/2013/10/DossieAbrasco_2015 web.pdf

CHRISTIN, M. S.; MENARD, L., GENDRON, A. D.; RUBY, S.; CYR, D;
MARCOGLIESE, D. J.; ROLLINS-SMITH, L.; FOURNIER, M. 2004. Effects of
agricultural pesticides on the imune system of Xenopus laevis and Rana pipiens.
Aquatic Toxicology, 67(1): 33-43.

CONAMA 2005. Conselho Nacional de Meio Ambiente, n°357, de 17 de Marco de
2005. Disponivel em: http://www2.mma.gov.br/port/conama/res/res05/res35705.pdf.

Acesso em agosto de 2018.

DELLMANN, H.D.; BROWN, E.M. 1982. Histologia veterinaria. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan. 397p.

DONNA, A.; CROSIGANI, P.; ROBUTTI, F.; BETTA, P.G.; BOCCA, R.; MARIANI, N.;
FERRARIO, F.; FISSI, R.; BERRINO, F. 1989 Triazine herbicides and ovarian
epithelial neoplasms. Scandinavian Journal of work. Environment and health, 15(1):
47-53.

EMBRAPA. 2006. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Principais
herbicidas indicados para cultura de milho no sistema plantio direto e no preparo
convencional do solo. Passo Fundo, RS. Disponivel em:

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p_do61 13.htm;. Acesso em: Agosto de 2018

FERREIRA, C.M.; LOMBARDI, J.V.; MACHADO-NETO, G.; BUENO-GUIMARAES,
H.M.; SOARES, S.R.C.; SALDIVA, P.H.N. 2004. Effects of Copper Oxychloride in
Rana castebeiana Tadpoles: Toxicological and Bioaccumulative Aspects. Bulletin of

Environmental Contamination and Toxicology, 73(3): 465—470.



FERREIRA, C.M.; PIMENTA, A.G.G.; PAIVA-NETO, J.S. 2002. Introdugcdo a
ranicultura. Boletim do Instituto de Pesca, 33: 15p.

FRANCA, F.M.; BRAZIL DE PAIVA, T.C.; MARCANTONIO, A.S.; TEIXEIRA, C.;
FERREIRA, C.M. 2015. Acute toxicity and ecotoxicological risk assessment of rice
pesticides to Lithobates catesbeianus tadpoles. Journal of Environmental Science
and Health, 50(6): 406-410.

FUERT, E.P.; HORMAN, M.A. 1991. Interactions of herbicides with photosynthetic
electron transport. Weed Science, 39(3): 458-464.

GARCIA, M. A.;; SANTAEUFEMIA, M.; MELGAR, M. J. 2011.Triazine residues in raw
milk and infant formulas from spanish northwest, by a diphasic dialysis extraction.
Food and Chemical Toxicology, 50(03-04): 503-510.

GILDEN, R.C., HUFFLING, K., SATTLER, B. 2010. Pesticides and health risks.
Journal of Obstetric, Gynecologic & Neonatal Nursing, 39(1): 103-110.

GRISOLIA, C.K. 2005. Agrotéxico: mutacBes, cancer e reproducdo. Editora
Universidade de Brasilia, 392p.

GUYTON, A.C.; HALL, J.E. 2002. Tratado de fisiologia médica. 4* ed. Rio de

Janeiro: Guanabara-Koogan 972 p.

HAYES, T.B.; KHOURY, V.; NARAYAN, A.; NAZIR, M.; PARK, A.; BROWN, T,
ADAME, L.; CHAN, E.; BUCHHOLZ, D.; STUEVE, T.; GALLIPEAU, S. 2010. Atrazine
induce complete feminization and chemical castration in male African clawed frogs
(Xenopus laevis). Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America,107(10): 4612- 4617.

HAYES, T.; HASTON, K.M.; TSUI, M.; HOANG, A.; HAEFFELE, C.; VONK, A. 2002.
Feminization of male frogs in the wild. Nature, 419(6910): 895-896.



HESS DAN, F. 2000. Ligth dependente herbicides: an overview. Weed Science,
48(2): 160- 170.

HIPOLITO, M.; MARTINS, A.M.C.R.P.F.; BACH, E.E. 2004. Aspectos bioquimicos
em figados de ras-touro (Rana castebeiana SHAW, 1802) sadias e doentes.
Arquivos do Instituto Bioldgico, 71(2): 147-153.

HUNTER, W.J.; SHANER, D.L. 2010. Biological Remediation of Groundwater
Containing Both Nitrate and Atrazine. Current Microbiology, 60(1): 42—46.

IBAMA 2010. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis. Produtos Agrotoxicos e afins comercializados em 2009 no Brasil uma
abordagem ambiental. Disponivel em:
http://www.ebah.com.br/content/ABAAAB tEAIl/produtos-agrotoxicos-

comercializados-brasil-2009. Acesso em: Agosto de 2018.

ISLAN, M. O.; HARA, M.; MIYAKE, J. 2002. Induction of P-glycoprotein, glutathione-
Stransferase and cytochrome P450 in rat liver by atrazine. Environmental Toxicology
and Pharmacology, 12(1): 1-6.

KIESECKER, J.M.; BLAUSTEIN, A.R.; BELDEN, L.K. 2001. Complex causes of
amphibian population declines. Nature 410 (6829): 681-684

KLEINSCHMITT, A.R.B. 2007. Transporte e retencdo de triazinas em
compartimentos ambientais terrestres e aquaticos em area de milho no sistema de
plantio direto. Porto Alegre. (Dissertacdo de Doutorado, Rio Grande do Sul

Universidade Federal do Rio Grande do Sul).

KOIFMAN, S.; HATAGIMA, A. 2003. Disruptores endocrinos no ambiente: efeitos

bioldgicos potenciais (Editorial). Revista Brasileira de Mastologia, 13(1): 9-11.



RAMALHO, J.F.G.P.; SOBRINJO, N.M.B.A.; VELLOSO, A.C.X. 2000. Contaminacao
da microbacia de Caetés com metais pesados pelo uso de agroquimicos. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, 35(7): 1289-130.

RANZANI-PAIVA, M.J.T.; TAKEMOTO, R.M.; LIZAMA, M.A.P. 2004. Sanidade de

Organismos Aquéticos. Sao Paulo Editora Varela. 89-120p.

ROHR, J.R.; MCCOQY, K.A.A. 2010 A Qualitative Meta-Analysis Reveals Consistent
Effects of Atrazine on Freshwater Fish and Amphibians. Environmental Health
Perspectives, 118(1): 20-33.

ROSS, K.; COOPER, N.; BIDWELL, J.R.; ELDER, J. 2002. Genetic diversity and
metal tolerance of two marine species: a comparison between populations from

contaminated and referencesites. Marine Pollution Bulletin, 44(7): 329-334.

SCHLOEGEL, L.M.; FERREIRA, C.M.; JAMES, T.; HIPOLITO, M.; LONGCORE. J,;
HYATT, A.; YABSLEY, M.; MARTINS, A.M.C.R.; MAZZONI, R.; DAVIES, A.J.; DASZAK,
P. 2010. The North American Bullfrog (Rana catesbeiana) as a reservoir for the spread of

Batrachochytrium dendrobatidis in Brazil. Animal Conservation, 13 (1): 53-61.

SILVA, J.F.; FERREIRA, L.R.; FERREIRA F.A. 2007. Herbicidas: absorcao,
translocacdo, metabolismo, formulacdo e misturas. In: Silva AA, Silva JF. Tépicos

em manejo de plantas daninhas. Editora UFV, 22: 367.

SILVA, J.M.; SANTOS, J.R. 2007. Toxicologia de agrotoxicos em ambientes
aquaticos. Oecologia Brasiliensis, 11(4): 565-573.

SILVANO, D.L.; SEGALLA, M.V. 2005. Conservacdo de anfibios no Brasil.
Megadiversidade, 1(1): 79-86.

SINDAG 2011. Sindicato Nacional das Industrias de Defensivos Agricolas. Vendas

de defensivos agricolas séo recordes e vao a US$ 8,5 bi em 2011. Folha de Séo



Paulo. Disponivel em: http://www.sindag.com.br/noticia.php?News_ID=2256. Acesso
em agosto de 2018.

SOLOMON, K. R.; CARR, J. A.; DU PREEZ, L. H.; GIESY, J. P.; KENDALL, R. J,;
SMITH, E.E. 2008. Effects of atrazine on fish, amphibians, and aquatic reptiles: a
critical review. Critical Reviews in Toxicology, 38(13): 721-772.

SPARLING, D.W.; FELLERS, G.M. 2009. Toxicity of two insecticides to California,
U.S.A, anurans and its relevance to declining amphibian populations. Environmental
Ecotoxicology Chemical, 28(8): 1696—1703.

STAYNER, L. T.; ALMBERG, K.; JONES, R.; GRABER, J.; PEDERSEND, M,
TURYK, M. 2017. Atrazine and nitrate in drinking water and the risk of preterm
delivery and low birth weight in four Midwestern states. Environmental Research, 152
(2017): 294-303.

STENERSEN, J. 2004. Chemical pesticides: mode of action and toxicology. Boca
Raton, Florida. 276p.

STORRS, S.I.; KIESECKER, J.M. 2004. Survivorship Patterns of Larval Amphibinas
Exposed to Low Concentrations of Atrazine. Environmental Health Perspective,
112(10): 1054-1057.

STUART, S.N.; CHANSON, J.S.; COX, N.A.; YOUNG, B.E.; RODRIGUES, AS.L,;
FISCHMAN, D.L.; WALLER, R.W. 2004. Status and Trends of Amphibian Declines
and Extinctions Worldwide. Science, 306(5702): 1783-1786.

SVS- Secretaria de vigilancia sanitaria. 1992 Portaria n°. 03, de 16 de janeiro de
1992. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/svs1/1992/prt0003_16 01 1992.html.
Acesso em Agosto de 2018.

10



VASCONCELOS, A. M. 2014. Avaliacdo dos efeitos do agrotéxico Vermitec 18CE
sobre girinos de Lithobates catesbeianus (Amphibia, Anura, Ranidae). Sdo Paulo

149 (Dissertacao de Doutorado Séo Paulo Universidade de Séo Paulo).

VIEIRA, E. F. S.; CESTARIA, A. R.; CHAGAS, R. A.; CORTES, G. K.R. 2014.
Obtencdo e caracterizacdo de matriz apropriada para sistemas de liberacao
prolongada — estudos de liberacdo dos herbicidas atrazina e diuron. Quimica Nova,
37(30): 398-403.

WAISSMANN, W. 2002. Vigilancia sanitaria e desreguladores enddcrinos. Caderno
de Saude Publica, 18(2): 511-7.

ZAGATTO, P.A.; BERTOLETTI, E. 2008. Ecotoxicologia Aquatica: principios e
aplicacoes. 22 ed. Sdo Carlos: RIMa, 478.

11



CAPITULO 1



Anélises bioquimicas do figado de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus) ap0s a exposi¢cdo ao herbicida atrazina

Resumo

A atrazina é o terceiro herbicida mais vendido no Brasil, ocupando o sétimo lugar
entre os pesticidas mais comercializados. Devido ao seu escoamento facil, sua baixa
reatividade e solubilidade, moderada adsorcdo a matéria organica e argila e alta
persisténcia em solo, seus residuos podem ser encontrados apés longo tempo de
aplicacé@o e seu uso ja foi proibido em inimeros paises. Os anfibios sdo importantes
bioindicadores para avaliar o impacto de pesticidas como a atrazina, pois passam
boa parte de seu ciclo de vida na agua. Este estudo teve como objetivo avaliar a
resposta de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) frente a exposicédo a este
herbicida. Os animais foram expostos por 168h as seguintes concentragdes: controle
negativo, 40 ug L™, 200 pg L™, 2.000 pg L™ 20.000 pg L™ de atrazina. Foram
realizadas analises da atividade natatoria e também avaliagcdo do perfil bioquimico
através de andlises da glicose sanguinea e plasmatica, ureia, creatinina, colesterol,
HDL, triglicérides, Transaminase glutamico pirtvica - TGP, Fosfatase alcalina - FAL,
calcio, proteinas totais, fenol, atividade da peroxidase e da polifenoloxidase. Os
resultados evidenciaram desnutricdo, anemia, provavel perda de massa muscular e
danos hepdticos, indicando que a atrazina pode levar a um aumento no gasto de

energia para manter a homeostase e a sobrevivéncia dos animais.

Palavras chave: Herbicidas. Triazina. Figado. Sangue. Anfibio. Biomarcadores.
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Biochemical analyzes of the liver of tadpoles of bullfrog (Lithobates
catesbeianus) under the exposure of herbicide atrazine

Abstract

Atrazine is the third best-selling herbicide in Brazil, occupying the closest place
among the most commercialized pesticides. Facility to the easy, low reactivity and
solubility, adsorption to a physical matter and high persistence and solubility,
moderate adsorption to organic matter and high and persistence in soil Amphibians
are important bioindicators to evaluate the impact of pesticides such as atrazine,
such as atrazine the good part of its life cycle in the water. This study aimed to
evaluate the response of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) to exposure to
this herbicide. The animals were exposed for 168h the following amounts: negative
control, 40 pg L™, 200 ug L™, 2,000 ug L™, 20,000 pg L™ of atrazine. The activity and
analyzes were performed to evaluate the biochemical profile (blood and plasma
glucose, urea, creatinine, cholesterol, HDL, triglycerides, glutamic pyruvic
transaminase (GPT), alkaline phosphorase (AP), calcium, total proteins, phenol
peroxidase and polyphenoloxidase, anemia, loss of muscle mass and hepatic action,

have to be increased to maintain the homeostasis and survival of the animals.

Keywords: Herbicides. Triazine. Liver. Blood. Amphibian. Biomarkers.
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Introducéao

Pesticidas sdo sinbnimos de agrotdxicos ou defensivos agricolas definidos como
quaisquer substancias que tenham como objetivo prevenir, destruir ou diminuir
organismos que causem danos a plantagdo, e sdo também conhecidos por:
herbicidas, bactericidas, fungicidas, acaricidas e praguicidas (Mezzari 2002;
Coutinho et al. 2005; Arias-Estévez et al. 2008; Jardim and Caldas 2012).

O uso inadequado ou indiscriminado destes produtos pode causar prejuizos
ao ecossistema e a saude ambiental. O controle quimico para espécie invasoras é
responsavel pela contaminacdo do solo e da &gua, pois somente 0,1% do que é
aplicado atinge seu alvo especifico, o restante se desloca para o ambiente (Ueta et
al. 2001). Quando atinge o ambiente aquatico, o pesticida pode degradar, volatizar,
dissolver na agua, ser adsorvido a matéria em suspensao, depositar no sedimento
ou ser absorvido pelos organismos vivos (Younos and Weigman 1988). Grisolia
(2005) acrescenta que muitos agrotoxicos apresentam risco de mutagenicidade,
carcinogenicidade e teratogenicidade aos humanos.

A fim de minimizar as possiveis consequéncias no meio ambiente, diversos
paises possuem limites de aplicacdo e de producdo destes produtos (Zagatto and
Bertoletti 2008). Os residuos agricolas podem ser encontrados em plantas, animais,
aguas, solo e no aquifero freatico. Sua contaminacdo ocorre através da aplicacao
intencional, indiscriminada, chuva, irrigacao, lavagem de embalagens e descartes de
efluentes industriais e domésticos, sendo que muitos desses residuos séao
persistentes no meio ambiente (Tomita and Beyruth 2002; Arias et al. 2007; Zagatto
and Bertoletti, 2008; EPA 2017).

Desde 2009 o Brasil € o maior consumidor e produtor de agrotéxicos do
mundo (MDA 2012; ANVISA 2013).

A atrazina (ATZ) (1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino- 2,4,6 triazine) foi
comercializada pela primeira vez na década de 1950 e desde entdo seu uso vem
sendo detectado no ecossistema aquatico. Ela pertence ao grupo das triazinas, que
sao os herbicidas responsaveis por inibir o fotossistema Il, atuando na membrana do
cloroplasto, inibindo o transporte de elétrons, sua eficacia pode ser potencializada
com a combinacdo a outros pesticidas (Graymore et al. 2001; Spadotto et al. 2004,

Coutinho et al. 2005; Arias et al. 2007). Esses herbicidas sdo utilizados em pré e pos
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emergéncia em plantagdes de milho, cana de acgucar, soja, sorgo e trigo (Graymore
et al. 2001, Christoffolet et al. 2004; Zhang et al. 2014).

Segundo o IBAMA (2010) a ATZ é o sétimo herbicida mais vendido no Brasil,
o primeiro herbicida é o glifosato e seus sais seguido pela cipermetrina. A ATZ é
altamente comercializada nos estados do Mato Grosso, S&o Paulo, Parana e Rio
Grande do Sul.

A ATZ nao bioacumula se de forma significativa, mas devido ao seu
escoamento facil, a sua baixa reatividade e solubilidade, moderada adsor¢cdo a
matéria organica e argila e alta persisténcia em solo, seus residuos podem ser
encontrados apos longo tempo de aplicacdo e seu uso ja foi proibido em inUmeros
paises (Coelho 2002; Ghosh and Philip 2006; Solomon et al. 2008; Singh et al.
2017). Sua meia vida é de 60 dias no solo, mas pode variar de acordo com as
caracteristicas do solo. Os microrganismos sdo 0s principais responsaveis pela
biodegradacdo de poluentes presentes na agua e solos; valores extremos de pH
declinam a atividade microbiana, valores moderados tornam a biodegradacdo mais
rapida, a temperatura influencia a presséo de vapor dos pesticidas, a disponibilidade
de agua no solo afeta a atividade, diversidade, sobrevivéncia e o movimento dos
microrganismos e a matéria organica seja nativa ou adicionada influencia a
persisténcia dos pesticidas pelo aumento da atividade microbiana (Silva et al. 2007).
Na agua sua meia vida é de 1200 dias, para que ocorra a degradacdao e/ou
diminuicdo da ATZ é recomendado uma filtracdo lenta seguida por filtros biolégicos
de carvao ativado (Konstantinou et al. 2005; Zanini 2010).

No Sul do Brasil a ATZ foi encontrada em aguas superficiais e em pocos de
agua (Bortoluzzi et al. 2007), por isso as agéncias ambientais brasileiras tém
incentivado o estabelecimento de programas de monitoramento para avaliar a
qualidade dos recursos hidricos, a fim de garantir a protecdo da saude humana. A
concentracdo méxima permitida em aguas brasileiras de classe | a Ill é de 2 pg L™
(CONAMA 2005; Brasil 2011).

No Canadé, seu limite maximo permitido é de 5 pg L™ (European Comission
1998), nos Estados Unidos é 3 pg L™ (Spadotto et al. 2004; US-EPA 2005) e 1 pg L™
na Unido Europeia, porém deteccdes acima do limite permitido foram encontradas

em aguas para consumo humano estipulados pelo Conselho da Unidao Européia,
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dessa forma seu uso foi proibido (Salaberria et al. 2009; Ackerman et al. 2014). Na
Alemanha, Italia e Suécia seu uso também € proibido (Traghetta et al. 1996;
Spadotto et al. 2004).

A preservacdo da qualidade de agua nos ecossistemas aquaticos € de
fundamental importancia para a biota aquatica e para a utilizagdo de recursos
domésticos e agricolas (Paulino 2011). A contaminagdo quimica vem afetando os
anfibios em nivel de individuo, populacdo e comunidade, evidenciando o declinio
populacional de anfibios (Blaustein et al. 2003; Boone et al. 2007).

Os anfibios séo considerados étimos biondicadores ambientais, pois cerca de
70% das espécies possuem parte de seu ciclo de vida na agua, ovo sem casa e pele
permedvel os tornando sensiveis a mudancas ambientais presentes na agua e no
solo (Blaustein and Kiesecker 2002; Franca et al. 2015). Populacdes que vivem
proximas as areas agricolas, correm o risco de serem afetadas durante o seu
desenvolvimento, reproducdo e também em sua sobrevivéncia (Davidson et al.
2002; Blaustein and Johnson 2003). Além disto, seus Orgaos internos podem ser
utilizados como biomarcadores morfolégicos de efeito, com obtencdo de resultados
mais especificos sobre o impacto de xenobidticos na organofisiologia geral do
organismo (Abdalla et al. 2013; Dal-medico et al. 2014; Salla et al. 2016; Rissoli et
al. 2016).

A ra-touro Lithobates catesbeianus é uma espécie exética originaria do
nordeste dos E.U.A e sudeste do Canada. Foi introduzida no Brasil em 1935,
adaptando se perfeitamente as condi¢cBes climaticas (Schloegel et al. 2010). E
onivora na fase de girino e carnivora na fase adulta. Seu uso em ensaios de
ecotoxicologia se da pela sua ampla ocorréncia, facilidade de criagdo, aquisicdo e
seu alto potencial na avaliacdo de efeitos deletérios de aguas contaminadas, sendo
seu sangue e alguns orgaos como rins e figado excelentes biomarcadores para este
fim (Ferreira et al. 2002; Ferreira et al. 2004; Hipolito et al. 2004). Nos ensaios de
ecotoxicologia pode-se utilizar marcadores de sangue (Glicose), marcadores dos
rins (ureia e creatinina), marcadores de lipidios (colesterol, HDL, triglicérides),
marcadores de o0ssos (célcio), e marcadores do figado (Transaminase glutamico
piradvica - TGP, Fosfatase alcalina — FAL, quantificacdo de proteina, fenais,

peroxidase e polifenoloxidase).
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Sendo os anfibios bons bioindicadores ambientais utilizamos neste estudo
girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) como modelo experimental e avaliamos

sua resposta frente a exposicéo ao herbicida atrazina.

Materiais e métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Toxicologia Aquética do
Instituto de Pesca, SP baseados nas normas da APHA (2005) e ASTM (2014) e
foram conduzidos com a permissédo do Comité de Etica e Experimentacdo Animal do
Instituto de Pesca (Protocolo N21535). A agua utilizada no experimento foi oriunda
de osmose reversa e reconstituida para minimizar a variagdo dos parametros fisicos
e quimicos e interferéncia de qualquer outro produto quimico. Para isso foi escolhida
“4gua mole”, com dureza entre 40-48 de mgCaCO0; L™. Para se obter essa agua
foram adicionados os seguintes sais a agua de osmose reversa: 48 mg L™ de
Bicarbonato de So6dio (NaHCOg); 30 mg L™ de Sulfato de Célcio di-hidratado
(CaSO0,. 2H,0); 30 mg L™ de Sulfato de Magnésio (MgSO.) e 2,5 mg L™ de Cloreto
de Potéssio (KCI), garantindo que o pH ficasse entre 7,2-7,6 (APHA et al. 2005).

A ATZ utilizada foi da marca ATANOR 50 SC®, com a concentracdo de
ingredientes inertes de 500 g L. Foram utilizados girinos de ra-touro no estagio 31 a
36 de Gosner (1960), com peso médio de 2,6 g £+ 0,4. Os exemplares foram
provenientes do Ranario de Juquitiba, SP. Os girinos foram aclimatados por sete
dias, com fotoperiodo de 12h luz/12h escuro, com uma temperatura de 22°C £ 1,0. A
alimentacao foi realizada duas vezes ao dia com 1% da biomassa do grupo, com
ragao triturada Laguna, da marca Socil (40%PB).

O ensaio foi composto por quatro tratamentos e um controle negativo
conduzidos em quadruplicata, totalizando 20 aquarios de oito litros distribuidos
aleatoriamente. Os girinos, na densidade de 1 girino por litro, foram distribuidos
aleatoriamente, totalizando 160 girinos que ficaram expostos por 168 horas sem
troca de agua.

O controle negativo foi constituido somente de &gua reconstituida. Os
tratamentos foram baseados na concentracédo do padrédo de ATZ que € de 500 mg L°

! obtendo se as seguintes concentracdes 40 pg L™, 200 ug L?, 2.000 pg L e
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20.000 pg L*. Ressaltasse que a concentracdo méxima permitida pelo CONAMA
para aguas brasileiras é de 2 pg L™ e para USEPA é de 3 ug L™,

Durante a experimentacdo os girinos foram alimentados a cada 48h, dando
1% da biomassa, os parametros fisicos e quimicos da agua foram medidos todos os
dias. O oxigénio dissolvido e a temperatura foram analisados por um medidor portétil
de oxigénio dissolvido da marca Lutron®. A amonia ndo ionizada (NH3), pH e dureza
foram analisados com testes colorimétricos da marca LABCON®. A amoénia néo
ionizada (NH3) foi calculada utilizando-se os valores de amodnia total, pH e
temperatura de acordo com os dados fornecidos pelo fabricante do teste
colorimétrico.

Seguindo-se a metodologia descrita por Rutkoski et al. 2018, a atividade de
natacao foi avaliada pelo mesmo observador no inicio do experimento e a cada 48h.
Que consistiu em movimentos circulares realizados com uma haste de vidro. A
classificagdo dos movimentos foi feita sempre se comparando o controle: 0 caso o
movimento dos girinos das demais concentracfes fossem igual ao controle; 1 se o
movimento fosse reduzido em relacdo ao controle; 2 movimento aumentado; 3
contracao espontanea e, 4 sem atividade natatéria.

Para as andlises bioquimicas utilizamos um pool de aliquotas de sangue de
32 girinos, com excecdo da ultima concentragdo na qual o pool foi de 22 girinos. As
coletas foram realizadas no final do ensaio (168h) através de puncao caudal, com o
auxilio de micropipeta com ponteiras heparinizadas (Fig. 1).

O primeiro parametro a ser analisado foi a glicose sanguinea, medida a partir
de uma gota de sangue fresco utilizando o “Kit Accu-Chek® Performa”. Para verificar
as diferencas estatisticas desse biomarcador em relacdo ao controle negativo, foi
feita a analise de variancia (ONE WAY ANOVA) (ZAR 1999), para cada
concentracéo, seguida pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste de Tukey.

Com as demais aliquotas de sangue foi feito um pool sanguineo dos animais
por tratamento, que foram colocados em microtubos heparinizados, centrifugados
por 5 minutos por 2000 x g, para a separacao do plasma. O plasma foi analisado
junto ao laboratorio da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) no sistema
bioquimico Advia ®1200 da marca Siemens, que consiste num analisador

bioguimico capacitado para processar soro, plasma e urina. As analises realizadas
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nesse equipamento a partir do plasma foram: glicose plasmética, ureia, creatinina,
colesterol, HDL, triglicérides, Transaminase glutdmico piravica (TGP), Fosfatase
alcalina (FAL) e Calcio.

ApoOs a extracdo de sangue, os animais foram eutanaziados em solucdo de
eugenol (875 L), alcool (3 mL) e agua destilada (125 mL) para a retirada do figado.
Este 6rgdo foi mantido sob congelamento para se realizar a quantificacdo de

proteina, fenois, peroxidase e polifenoloxidase.
.

Fig. 1 Retirada do sangue de girino de Lithobates catesbeianus, através de puncéo

caudal.

Para as analises bioguimicas de quantificacdo de proteinas, fenol, peroxidase
e polifenoloxidase foram selecionados dois girinos por aquario totalizando oito
figados por tratamento. Os 6rgaos foram pesados, triturados em acetona gelada,
esperando a liberacdo da acetona em dessecador com vacuo, por aproximadamente
30 minutos. Apés a secagem, foi colocado cerca de 1 mL de tampao fosfato 0,1 mol
L™ pH 7, triturado em almofariz e pistilo, centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. O

sobrenadante foi separado abaixo da camada de gordura encontrada.
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A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método de Lowry
(Lowry et al. 1951), expressa em mg SAB mL™ (SAB = Soro-Albumina Bovina). A
quantificacdo de fendis foi realizada através do reativo de Folin-Ciocalteau, expressa
em mg acido clorogénico (Swain and Hillis 1959). A atividade da peroxidase foi
determinada medindo-se a variacdo de absorbancia do tetraguaiacol formado na
reacdo enzimatica com comprimento de onda de 470 nm (Moerschbacher et al.
1986). A absorbancia foi lida por um espectrofotbmetro computadorizado em 4
minutos e a atividade especifica foi expressa como nKat mgSAB™ g* de amostra
(Southerton and Deverall 1990). Para a atividade da polifenoloxidase, mediu-se a
variacdo de ortoquinona formada na reacdo enzimética com comprimento de onda
de 495 nm. A absorbancia foi lida em 2 minutos e a atividade expressa como nKat

mgSAB™ g de amostra (Srivastava 1987).

Resultados

Ap6s 48h de exposicdo & ATZ os girinos do tratamento 2.000 pg L™ e 20.000
ug L™ comecaram a apresentar inchacos abdominais e edemas pelo corpo, mas
uma mortalidade expressiva sO foi registrada as 168h de exposi¢cdo (final do
experimento) com a mortalidade de 31, 25 % girinos na concentragdo mais alta.

Os parametros fisicos e quimicos da agua durante o ensaio apresentaram o0s
seguintes resultados médios: pH 7,1+0,3; amodnia ndo ionizada (NH3) 0,001 mg L™:;
dureza 44,7°dH +12,6; temperatura 18,7°C +0,7 e oxigénio dissolvido 6,5 mg L™ +1,1.
Esses parémetros encontram-se dentro dos valores aceitaveis para testes de
toxicidade com anfibios (ASTM 2014).

Relativo ao teste de atividade natatéria, n6s observamos que apds algumas
horas de exposi¢cédo os girinos da concentragdo mais alta apresentaram movimento
reduzido quando comparados com o grupo controle, e isso se repetiu até o final do
experimento. Também verificamos que em 96h de exposi¢cdo 0s girinos expostos a
2.000 pg L™ comecaram a apresentar este mesmo padrdo. Steinberg et al. (1995)
observaram mudancas comportamentais em Danio reio expostos a 6 pug L *, essas
alteracdes na atividade natatoria indicam que os Orgaos do sistema nervoso Sao
afetados, causando problemas comportamentais e na capacidade alimentar

deixando-os mais vulneraveis a predadores e reduzindo sua competitividade.
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Para as analises de glicose sanguinea realizadas as 168h de exposi¢do a
ATZ reportamos 0s seguintes resultados médios expressos em mg dL™*: Controle -
26,0+4,4; 40 pg L™ - 55,546,8; 200 ug L™ - 58,0+11,1; 2.000 ug L™* - 59,0+7,8 e
20.000 pg L™ - 54,0+13,4. De acordo com as andlises estatisticas, houve diferenca
altamente significativa entre o controle e os demais tratamentos (p<0,000004). A Fig.

2 representa graficamente estes resultados.

Box Plot (Stat-glicose 10v*30c)
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Fig. 2 Grafico BoxPlot das médias de glicose sanguinea de girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus) expostos a atrazina por 168h. C - Controle (sem adi¢céo do
produto), 40 pg L™, 200 pg L™, 2.000 pug L™ e 20.000 pg L™ (n=30).

Na Tabela 1 sdo apresentados o0s resultados meédios das analises

bioquimicas realizadas a partir do plasma sanguineo.

Tabela 1 Valores médios e desvio padrao de Glicose plasmatica, Uréia, Creatinina,
Colesterol total, HDL (High Density Lipoproteins), Triglicérides, TGP (transaminase
glutdmico pirtvica), Fosfatase alcalina (FAL) e Calcio, resultante das analises bioquimicas

do plasma sanguineo de girinos expostos a diferentes concentracdes de atrazina
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Concentragfes ~ Glicose Uréia Creatinina  Colesterol HDL Triglicérides TGP FAL Célcio
deArazina  (mgdl®)  (mgdl’) (mgdlh)  (mgdlh)  (mgdL?) (mgdL? (mgdL? (mgdl?  (mgdLh

Controle 32,0600 3,000 0,25:00 1055%0,4 154+0,1 122,5¢0,7 1195¢0,7 160,5¢0,7 4,30,0
40pgL*  575:0,7 4,0+00 0,23:00 1285:0,7 14,9+00 1725:0,7 1545:0,7 1350+0,0 4,2+0,0
200pugL®  60,0:0,0 4,0:00 024:0,0 127,5:0,7 14,2+0,0 178507 158,0+0,0 111,5¢0,7 4,4+0,0
2000 ugL?  555:0,7 4,0:0,0 023:0,0 123,5:0,7 15300 172,0:0,0 1655+0,7 1195:0,7 4,8:0,0

20000 yg L™ 49,1#0,1 2,0:0,0 0,15+0,0 74,80,0 9,5+0,0  138,5+0,7 170,5#0,7 81,5#0,7 2,4+0.0

Pelos resultados obtidos podemos observar que a glicose plasmatica
apresentou o mesmo comportamento das andlises feitas com o sangue colhido a
fresco, ou seja, aumentou nos grupos tratados com ATZ. Ja para as taxas de uréia e
colesterol observamos um leve aumento até a concentracdo T2.000 pg L™ com
gueda na mais alta concentracdo, podendo ser um indicativo de desnutricdo ligada a
presenca do herbicida. Corroborando estes resultados observamos que a creatinina
diminuiu conforme o aumento das concentracdes de ATZ indicando possivel perda
de massa muscular. A Fosfatase alcalina (FAL), que é uma enzima presente nas
células dos ductos biliares que sédo canais que conduzem a bile do interior do figado
para o intestino, fazendo a digestdo de gorduras (Tibi et al. 1989), também diminuiu
drasticamente na mais alta concentracdo confirmando danos hepéticos, desnutricdo
e anemia. O HDL, triglicérides e célcio apresentaram um leve aumento até a
concentracdo de T2.000 pg L? j4 o TGP teve um aumento em todas as
concentracoes.

A Tabela 2 apresenta os resultados das avaliacfes feitas a partir do figado
dos animais em experimentacdo quantificando proteinas, fendis, peroxidase e

polifenoloxidase.

Tabela 2 Valores médios e desvio padrdo de proteina, fenol, atividade de enzima
peroxidase e polifenoloxidase realizadas a partir de amostras de figado (1g) de
girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) expostos a diferentes concentracdes

de atrazina.
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Concentracao Proteina Fenol Peroxidase Polifenoloxidase
de Atrazina (mg L™ (mg LY (U.1) (U.1)
Controle 17,84+1,03 1,69+0,07 0,12+0,12 0,13+0,01
40 ug Lt 26,93+3,31 1,90+0,06  0,14+0,02 0,21+0,02
200 ug L™ 30,87+3,09 2,91+0,13 0,11+0,03 0,27+0,03
2000 pg L™ 39,65+0,57 3,10+0,06  0,22+0,01 0,13+0,01
20000 pg Lt 28,73+0,02 3,45+0,14  0,01+0,00 0,01+0,00

Podemos observar que a quantidade de proteina e atividade de peroxidase
aumentaram gradativamente (44% e 54%, respectivamente em relagcdo ao controle)
até a concentracdo 2.000 ug L™, caindo drasticamente na mais alta concentragéo
(20.000 pg L™). O mesmo comportamento foi observado para a atividade da
polifenoloxidase que apresentou um aumento de 48% em relagdo ao controle na
concentracdo de 200 ug L™. J4& os valores de fenol tiveram uma correlacéo positiva

conforme o aumento das concentragﬁes.

Discussao

A ATZ é um dos herbicidas mais utilizados nas plantacdes e seu principal
objetivo € inibir a fotossintese sendo que isso causa um efeito direto na comunidade
das algas (Dewey 1986). Uma pequena parte dos herbicidas utilizados em
plantacdes pode ir para os corpos de agua, por escoamento, lixiviacdo, cursos
d’agua e lagos causando alteracbes e problemas nas comunidades aquaticas
(Graymore et al. 2001). Estudos realizados por este mesmo autor demonstraram que
organismos de Daphnia magna expostas a 250 pg L™ de ATZ apresentaram uma
reducdo na reprodugéo.

A variacdo sazonal pode influenciar a distribuicdo das espécies de anuros.
Seu periodo de reproducdo € altamente afetado pela distribuicdo das chuvas,
principalmente porque a disponibilidade de sitios aquaticos para a reproducdo é
maior durante a estacdo chuvosa (Aichinger 1987). As concentragfes de ATZ em
lagoas, coOrregos e reservatérios atingem o pico maximo durante o inicio da

primavera e final do verdo nos E.U.A, coincidindo com a época de reproducao de

23



alguns anfibios, contaminando-os os através do seus micro-habitat ou através da
migracdo que eles realizam para alcancar as areas de reproducdo (Howe et al.
1998; Solomon et al. 1996; Allran and Karasov 2001; Hayes et al. 2002).

No Brasil a ATZ é conhecida comercialmente como: Atranex 500 SC, Atrazina
Nortox 500 SC, Atrazinax, Coyote 500 SC, Gesaprim 500, Gesaprim GRDA,
Herbitrin 500 BR, Siptran 800 SC ou Stauzina 500 SC (Embrapa 2006).

Foi relatada como disruptor enddcrino, causando alteracdes nas funcdes
fisiolégicas, mesmo em baixas concentracdes. Hayes et al. (2002) observaram que
larvas da espécie Xenopus laevis que ficaram expostas a 1 pg L por 72h
apresentaram anormalidades no desenvolvimento gonadal, feminizacdo e
hermafroditismo. Em outro estudo, feito por Hayes et al. (2009) observaram que
machos de X. laevis expostos a ATZ se tornaram fémeas e produziram ovos viaveis.
Suzawa and Ingraham (2008) e Langlois et al. (2009), também observaram a
feminizagdo em peixes da espécie Danio rerio que ficaram expostos a 22 ug L * e
rd da espécie Rana pipens expostosa 0,1 pgL ™ e1,8ugL ™

Neste estudo investigamos os possiveis efeitos da ATZ sobre girinos de L.
catesbeianus. Esperavamos que este herbicida causasse mortalidade imediata aos
animais, entretanto, este registro sO foi feito no final do experimento e na
concentracdo mais alta. De acordo com Johansson et al. (2006) as exposi¢cOes a
pesticidas em niveis encontrados na natureza geralmente ndo causam mortalidade
imediata.

De acordo com Birge et al. (1983) e Howe et al. (1998) a CLsg.9¢ da ATZ para
L. catesbeianus e L.pipiens apresentaram valores de 0,41 mg L™ e 47,00 mg L™
Kiesecker et al. (2001) e Coady et al. (2005) reportaram que a CLso.72 para L.
sylvaticus e L. clamitans apresentaram valores de 20,00 mg L™ e 201,0 mg L%, j&
para Danio rerio a CLsg.4s foi de 36,8 mg L™ (Wiegand et al. 1998) , para alevinos de
pacu, Piaractus mesopotamicus Pertilini (2012) reportou uma CLso.gs de 28,58 mg L*.

Portanto, o fato de que alguns pesticidas ndo causarem efeitos toxicos
agudos aos animais nao significa que eles nao tragam prejuizos aos individuos ou
ao ambiente em que vivem. Assim, além das determinac¢des de concentracdes letais
e subletais dos produtos quimicos, testes comportamentais tém se mostrado muito

eficazes na busca de respostas a intervengdes quimicas no meio ambiente. Nos
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testes de evitamento, por exemplo, os organismos reagem evitando um determinado
ambiente antes mesmo que efeitos deletérios ocorram (Aradjo et al. 2012). A
avaliacdo da capacidade natatdria proposta por Rutkoski et al. (2018) tem este
mesmo objetivo. Neste trabalho observamos, ja nas primeiras 24h, alteracdes na
atividade natatéria dos animais na concentragdo de 20.000 pg L™. Os girinos
apresentavam movimento reduzido em relacdo ao controle e este comportamento
pode interferir a médio prazo no escape de predadores e na captura do alimento.
Wrublesmski et al. (2018) observaram que girinos da espécie Physalaemus cuvieri
que ficaram expostos a 0,24 mg L™, 0,48 mg L™ e 2,4 mg L™ de ATZ por 192h,
apresentaram velocidade reduzida a partir de 120h de exposi¢do. Outros autores
como Svartz et al. (2012), Pérez Iglesias (2015) e Sturza (2017) além de observarem
modificacdes na atividade natatéria observaram também alteracées na morfologia
oral dos girinos expostos a ATZ. Isso ratifica a hipotese de que a ATZ pode além de
prejudicar a atividade natatoria, prejudicar também o interesse e busca por alimento
e capacidade de fuga, uma vez que o0s girinos ndo terdo energia suficiente para
escapar de predadores. Plhalova et al. (2012) observaram que peixes como Danio
rerio expostos a 90 ug L™ de ATZ por 28 dias apresentaram desinteresse pela
comida e alterac6es morfolégicas no figado.

Testes bioquimicos foram feitos para avaliar as possiveis alteracdes
relacionadas a fisiologia energética dos girinos de L. catesbeianus. Nos anfibios o
figado possui inumeras fungBes ligadas ao metabolismo proteico e energético,
sintese de ureia, secrecdo de sais biliares, biotransformacédo e desintoxicacao, seus
aspectos bioldgicos sdo bem parecidos com os de peixes vertebrados (Crawshaw
and Weinkle 2000). Hipolito et al. (2004) afirmam ainda que este 6rgdo é um dos
orgdos mais afetados quando se tem um mau manejo alimentar, sanitario,
zootécnico ou ainda quando os organismos estao expostos a condi¢cdes adversas.

Os principais e mais comuns testes bioquimicos conduzidos sdo o0s
relacionados aos marcadores de sangue, rins, lipidios, figado e 0ssos. A glicose ou
dextrose obtida a partir do sangue fresco ou plasmatico € um biomarcador de
sangue. Trata-se de um carboidrato (monossacarideo) de elevada importancia
biologica e é usada pelas células como mediador metabdlico e como fonte

energética. A ureia resultante do metabolismo das proteinas e a creatinina produzida
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pelos musculos sdo marcadores de rins. O colesterol, HDL e triglicérides s&o
marcadores lipidicos e estdo envolvidos com a formacdo de horménios e
armazenamento de energia (Kramer and Hoffmann 1997). O célcio é o principal
biomarcador de ossos e € um nutriente essencial para diversas funcdes bioldgicas,
dentre elas o desenvolvimento 6sseo (Pereira et al. 2008). Os principais marcadores
de figado sdo a TGP, que representa a atividade da enzima transaminase e indica
se ha um problema hepatico, e a FAL que é uma enzima responsavel por digerir as
gorduras. A partir deste 6rgdo podemos quantificar também as proteinas totais
porque sdo enzimas e atuam junto a horménios e neurotransmissores, os fendis que
sdo acidos que em grandes quantidades afetam figado, rins e sistema nervoso, e a
peroxidase que é uma enzima que catalisa reacdes de oxidacdo e sua elevacao
indica que esta ocorrendo um aumento de radicais livres (Hipolito et al. 2007). Ha
também a polifenoloxidase que é uma enzima responsavel pela oxidacdo de
compostos fendlicos (Lima et al. 2001).

Neste trabalho houve uma correlacdo positiva entre as taxas de glicose e as
concentracfes crescentes de ATZ, a uréia teve um leve aumento e queda na mais
alta concentragéo, a creatinina diminuiu conforme o aumento das concentragdes, 0s
marcadores de lipideos cairam na mais alta concentra¢do, o TGP aumentou e a FAL
também diminuiu drasticamente na mais alta concentracdo. A quantidade de
proteinas totais e a atividade da peroxidase e da polifenoloxidase aumentaram
gradativamente conforme o aumento das concentracdes e tiveram queda drastica na
mais alta concentragdo. Estes resultados indicam desnutricdo, anemia, possivel
perda de massa muscular e danos hepaticos. Para Hodgson (2004) a menor
intensidade da atividade da polifenoloxidase indica também aumento na degradagéo
de proteinas, podendo-se, consequentemente, observar o aumento na producédo de
fendis. Freitas et al. (2014) trabalhando com a mesma espécie também observaram
gueda drastica da peroxidase e polifenoloxidase mensurada a partir do figado de
animais induzidos ao estresse por aumento da densidade, também atribuindo os
resultados a falta de proteina na alimentacao e desequilibrio dos aminoacidos.

Essas evidéncias bioquimicas traduzem as observacdes visuais e
comportamentais registradas ao longo da experimentacdo. Observamos que nos

aquarios das maiores concentracbes de ATZ havia uma grande quantidade de
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residuos (alimento + fezes) indicando deficiéncias na ingestdo do alimento e
aumento da excrecao. Vale lembrar que a reducdo da atividade natatéria também
contribuiu com este resultado. Dornelles and Oliveira (2014) observaram que girinos
de ré-touro que ficaram expostos por 168h em concentracdes de 5, 10, 20 ug L™ de
ATZ apresentaram valores baixos nos niveis de proteinas totais e colesterol e niveis
altos de triglicérides e peroxidacéo lipidica contrariamente aos resultados obtidos no
presente estudo. Entretanto, em estudos realizados em 2015 estes mesmos autores
observaram que girinos de L. catesbeianus expostos a 2,5 ug L™ de ATZ por 168h,
ndo apresentaram mortalidade e sim alteracées bioquimicas no figado, branquias e
musculo.

A exposicao a pesticidas pode ocasionar diversas alteracdes a nivel tecidual e
molecular em individuos expostos a tais substancias (Berti et al. 2009; Poleza et al.
2008), sendo as alteragcbes em marcadores bioguimicos normalmente os primeiros
sinais a serem detectados (Van Der Oost et al. 2003).

Poluentes como os herbicidas sdo ambientalmente estressores, que podem
induzir uma resposta adaptativa nos animais devido a altera¢cdes no seu equilibrio
metabdlico, produzindo assim uma resposta fisiolégica na tentativa do animal
estabelecer a homeostase (Sasikala et al. 2011). As respostas induzidas por este
estresse podem ocorrer como resultado de alteracbes metabdlicas e
consequentemente aumento de energia em funcédo do estressor (Weissman 1990).
Tao grave quanto os efeitos agudos sao os efeitos crénicos de longa duracao, o que
nos leva a inferir que sendo a ATZ tdo amplamente utilizada e sua meia vida na
agua tdo longa, mesmo que em pequenas quantidades seu uso deve ser
monitorado.

O presente trabalho corrobora os resultados obtidos por outros autores
(Dornelles and Oliveira, 2015; Wrublesmski et al. 2018) que obtiveram efeitos
deletérios em concentracdes iguais ou menores que 40 ug L™ de atrazina,
evidenciando a necessidade de mais estudos para certificar que as concentracdes

permitidas em lei sdo ambientalmente seguras e protetoras de toda biota aquéatica.
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ANEXOS



Anexo 1

Figuras ilustrativas

Figura 1. Puncédo do sangue do vaso caudal de girinos de L. catesbeianus
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Figura 2. Coleta do sangue de girinos de L. catesbeianus através de uma
micropipeta

Figura 3- Girino de L. catesbeianus exposto a 20.000ug L™ de atrazina,
apresentando sinais de inchaco abdominal
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Figura 4- Aquério do controle, sem acumulo de fezes e racéo no fundo do aquério
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Figura 5- Aquario do T20.000ugL ™ de atrazina com actimulo de fezes e rac&o no
fundo do aquario
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