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Resumo geral
Avaliacao da sensibilidade de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) ao herbicida

atrazina, através de testes de evitamento e estresse oxidativo

Agrotoxicos sao produtos quimicos utilizados para controlar uma infinidade de organismos que
afetam a producao agricola, sendo dividos em inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas e
nematicidas, passando por um rigido controle para sua liberagao, avaliando principalmente os
seus efeitos nos seres vivos e no ambiente. Nas tltimas décadas, no Brasil foi introduzido uma
série de herbicidas para prevenir danos as lavouras, sendo um deles a Atrazina (ATZ) que atua
principalmente no processo de fotossintese inibindo a produgdo de moléculas organicas pelo
organismo alvo. No entanto, a introdugdo de um produto quimico ou a utilizagdo de forma
indiscriminada dos herbicidas tem resultado em problemas metaboélicos e comportamentais, pois
essas substancias quimicas se acumulam no ambiente, resultando em graves impactos no solo, ar
e agua, afetando diretamente os organismos, principalmente os aquaticos que sofrem com essa
contaminacdo. Os testes de evasdo ou fuga, originalmente concebidos para testar compostos
quimicos em terra, foram adaptados para aplicacdo em ecossistemas aquéticos e seus organismos.
Isso facilitou a coleta de dados sobre as concentracdes predominantes presentes no ambiente
proporcionados por derramamentos e contaminacdo de defensivos agricolas. O objetivo central
deste trabalho foi avaliar as caracteristicas comportamentais de evasdo, bem como os possiveis
efeitos toxicos da ATZ (ATANOR 50 SC®), utilizando girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
como ferramenta experimental. O teste de evitamento teve duracdo de 12 horas e apds esse periodo
o sistema foi fechado, mantendo os organismos por mais 36 horas nas concentracdes de exposicao,
totalizando 48 horas para avaliacdo de alteracdes bioquimicas através da avaliacdo do perfil de
aminodcidos no plasma sanguineo e a degradacdo de proteinas do figado. Como resultado
observou-se que no teste de evitamento os girinos nas primeiras 3 a 4 horas de exposicao evitaram
as concentragdes mais altas. Os testes bioquimicos indicaram degradacao proteica e produgdo de
peroxidase no figado, além de alteracdes nos niveis de aminoacidos (arginina, isoleucina, alanina
e fenilalanina) no plasma sanguineo. Com esses resultados, podemos entender melhor os
mecanismos comportamentais e estressores bioquimicos dos girinos expostos ao herbicida ATZ,

mostrando que seus 6rgaos sdo sensiveis para reconhecer areas de contaminagao.

Palavras-chave: Etologia de anfibios; proteinas hepaticas, Aminoacidos, herbicidas,

ecotoxicologia.



Abstract
Evaluation of the sensitivity of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) to the herbicide

atrazine, through avoidance and oxidative stress tests

Pesticides are chemical products used to control a multitude of organisms that affect
agricultural production, being divided into insecticides, fungicides, herbicides, acaricides and
nematicides, undergoing strict control for their release, mainly evaluating their effects on
living beings and the environment. In the last decades, a series of herbicides was introduced
in Brazil to prevent damage to crops, one of them being Atrazine (ATZ), which acts mainly in
the photosynthesis process, inhibiting the production of organic molecules by the target
organism. However, the introduction of a chemical or the indiscriminate use of herbicides has
resulted in metabolic and behavioral problems, as these chemicals accumulate in the
environment, resulting in serious impacts on soil, air and water, directly affecting organisms,
mainly the aquatic ones that suffer from this contamination. Evasion or escape tests, originally
designed to test chemical compounds on land, have been adapted for application to aquatic
ecosystems and their organisms. This facilitated the collection of data on the predominant
concentrations present in the environment provided by spills and contamination of pesticides.
The main objective of this work was to evaluate the behavioral characteristics of avoidance, as
well as the possible toxic effects of ATZ (ATANOR 50 SC®), using bullfrog tadpoles (Lithobates
catesbeianus) as an experimental tool. The avoidance test lasted 12 hours and after this period
the system was closed, keeping the organisms for another 36 hours at the exposure
concentrations, totaling 48 hours for the evaluation of biochemical changes through the
evaluation of the amino acid profile in the blood plasma and the degradation of liver proteins.
As a result, it was observed that in the avoidance test, the tadpoles in the first 3 to 4 hours of
exposure avoided the highest concentrations. Biochemical tests indicated protein degradation
and peroxidase production in the liver, in addition to changes in the levels of amino acids
(arginine, isoleucine, alanine and phenylalanine) in the blood plasma. With these results, we
can better understand the behavioral mechanisms and biochemical stressors of tadpoles
exposed to the herbicide ATZ, showing that their organs are sensitive to recognize areas of

contamination.

Keywords: Amphibian ethology; liver proteins, Amino acids, herbicides, ecotoxicology.



1. Introdugao geral

1.1 Herbicidas e seus problemas

O uso de agrotoxicos aumentou devido a necessidade de eliminar as pragas das
plantas, uma vez que prejudica a producado de alimentos e afeta sua comercializacao (Gaboardi
et al. 2019). Segundo o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis, 2017) o consumo de agrotéxicos no Brasil tem se destacado por o aumento, sendo
em 2017 atingindo a marca de 540 mil toneladas comercializadas, tornando-se lider mundial
no uso dessas entradas. Aliado a realidade de que a cada ano, novos ativos agrotoxicos sao
liberados para comercializagdo, ou seja, novos riscos ambientais e satde publica (Lopes e
Nascimento, 2020), em contraste com os processos estabelecidos em outros paises para reduzir
esta liberagdo. Uma variedade de espécies de anfibios sado restritas para ambientes aquaticos
onde podem ser diretamente expostos a xenobiéticos, incluindo os agrotéxicos, que chegam a
esses ambientes por lixiviacdo de dreas agricolas (Pavan et al., 2021, Reichert et al., 2022). A
necessidade do setor por alta produtividade agricola, principalmente para atender a crescente
demanda de alimentos e altas taxas de exportagdo, influenciou um aumento significativo no

uso de agrotoxicos (Veiga et al., 2006).

Dentre os poluentes da dgua produzidos pelas atividades humanas, os agrotéxicos
(herbicidas) sdo os mais perigosos, justamente por serem projetados para destruir determinada
forma de vida, podendo atingir espécies ndo-alvo de forma fatal. No ambiente aquatico, os
agrotoxicos afetam mualtiplos niveis, incluindo moléculas, tecidos, 6rgdos, individuos,

populagdes e comunidades (Grisolia, 2005).

Em 2020 os ingredientes ativos de agrotéxicos comercializados no Brasil somaram
685.745,678 toneladas, com um incremento de 10,5% com referéncia ao ano de 2019, sendo o
maior consumidor de herbicidas do mundo. Os dez ingredientes ativos mais vendidos no
Brasil sdo: Glifosato e seus sais, 2,4-D, Mancozeb, Atrazina, Acefato, Clorotalonil, Malationa,

Enxofre, Imidacloprido, Clorpirifés (Brasil, 2022).

Esse aumento na utilizacdo de herbicidas foi acompanhado pelo surgimento de novas
moléculas e por alteracdes quimicas destes produtos, capazes de propiciar funcionalidades
diferenciadas e comportamentais em ambientes distintos, resultando em grandes alteragdes
nos perfis toxicolégicos e ecotoxicologicos. Atualmente, compreendem uma variedade de
moléculas com distintas propriedades, que lhes conferem diferentes graus de persisténcia
ambiental, mobilidade e potencial t6xico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico a diversos

organismos nao alvos, inclusive ao ser humano (Armas e Monteiro, 2005).



O uso de herbicidas na agricultura pode resultar na contaminag¢do de aguas superficiais
adjacentes, ja que a intercomunicabilidade dos sistemas hidricos possibilita que qualquer
substancia em um determinado corpo d’4gua resulte em uma contaminagao distante das areas
em que foram originalmente aplicados (Veiga et al., 2006). Por exemplo, durante a aplicacao
do produto, somente uma parte deste atinge o seu alvo, enquanto outra parte pode atingir
outros organismos, como insetos, microrganismos do solo e outros organismos aquéticos,
podendo causar efeitos adversos, como reducdo do ntmero de espécies, alteracdo na
reprodugdo, comportamento, dentre outros (Dores e de-Lamonica-Freire, 1999). Sendo que na
maioria das aplicagdes, menos de 0,1% da quantidade de agrotéxicos aplicados alcangam o
alvo, enquanto o restante 99,9% tem potencial para mover-se a outros compartimentos

ambientais como as dguas superficiais e subterraneas (Sabik et al., 2000).

Comumente contaminantes que ocorrem em ambientes aquaticos mostram-se
imperceptiveis as analises quimicas tradicionais (Lebboroni et al. 2006). Portanto, como forma
de avaliar e evidenciar a presenca de poluentes, analisa-se os efeitos causados em organismos
aquaticos, como mortalidade, altera¢des comportamentais, fisiol6gicas, indicando e alertando
a respeito da presenca de substancias com alto potencial de devastacdo ambiental. Nesse
sentido, a ecotoxicologia aquatica surgiu com o principio de analisar essas contaminacdes que
algumas vezes estdo imperceptiveis por andlise, implicando uma respostas nas espécies com
aspectos bioldgicos e ecolégicos bem conhecidos e que sejam sensiveis a perturbacoes
ambientais e representativas na teia tréfica, onde qualquer alteracdo causada nesses
individuos podera desencadear uma série de respostas, sendo capaz de afetar todos os niveis
troficos (Lebboroni et al., 2006). Os testes de evitamento vém auxiliar na compreensao destes
mecanismos de fuga para organismos aqudticos em exposigdo aos agrotoxicos e analisar os
aspectos bioquimicos destas a¢des para mensuragdo e possivel aplicagdio em prejuizos
metabodlicos nos individuos expostos. As respostas comportamentais oferecem vantagens uma
vez que os processos bioquimicos e fisioldgicos sdo integrados, e essas respostas podem ser
consideradas o mais cedo, sinais de defesa de protecao, rapidos e imediatos acionados pela

presenca de contaminantes (Hellou, 2011).
1.2 O herbicida atrazina

Os herbicidas sdo a classe de pesticidas mais utilizados no mundo (Li et al., 2017),
dentre eles, a Atrazina (ATZ) (1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino- 2,4,6 striazina). Ela
pertence ao grupo das triazinas, que sdo os herbicidas responsaveis por inibir o crescimento

da planta alvo interferindo no fotossistema II (Graymore et al., 2001; Arias et al., 2007). A ATZ



¢ um herbicidas utilizados nas fases pré e pos-emergéncia em plantacdes de milho, cana de
agucar, soja, sorgo e trigo (Silva et al., 2007). Devido ao seu escoamento fécil, a sua baixa
reatividade e solubilidade, moderada adsor¢ao a matéria organica e argila e alta persisténcia
em solo, seus residuos podem ser encontrados apés longo tempo de aplicacdo e seu uso ja foi
proibido em intimeros paises (Singh et al., 2017), mais precisamente em 41 paises conforme os
dados de Pan, 2021. A meia vida da ATZ é de 60 dias no solo e 1200 dias na agua, mas
dependendo do tipo de solo, temperatura, luz solar, microrganismos e concentracdo do
produto ela pode ser diferente (Konstantinou et al., 2005; Silva et al., 2007). Ela pode ser
facilmente encontrada em recursos hidricos e sua concentracdo maxima permitida em dguas

brasileiras de classe I a III é de 2 pg L (Conama, 2005).

Sendo um dos herbicidas mais amplamente utilizado no pais. Segundo dados de
comercializacdo disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais (IBAMA) entre os anos de 2020 a (ATZ) esteve na lista dos 10 principios ativos mais
vendidos no Brasil. Nesse periodo foram vendidas cerca de 33.321,11 toneladas de P.A., sendo
o quarto mais vendido no periodo (Brasil, 2022). Este sem dtvida um dos herbicidas mais
utilizados, por sua eficiéncia no controle de plantas daninhas em grandes culturas, aplicado

na cultura pré e/ou pés-emergéncia (Hang et al., 2007).
1.3 Testes de ecotoxicidade

Os ensaios ecotoxicoldgicos aplicados em organismos aquaticos também sao utilizados
para avaliacdo da contaminacdo ambiental por agrotdéxicos. Nessas categorias de ensaios os
principais riscos de contaminacdo e toxicidade dos agrotoxicos surgem a partir da
identificagdo do nivel de toxicidade destes compostos quimicos, como o escoamento
superficial para a 4gua, resultantes de fortes chuvas ap6s a aplicacdo de pesticidas (Chelinho
et al., 2012), conseguindo comprometer a estrutura dos ecossistemas aquaticos mesmo quando
aplicado na sua menor concentracdo (Azevedo e Coronas, 2018). Os riscos aos organismos
resultantes da exposicdo a contaminantes estio comumente relacionados a danos causados aos

individuos, incluindo efeitos letais e subletais (Martinez-Haro et al., 2015).

Os ensaios ecotoxicolégicos em diferentes sistemas, organismos e compartimentos
ambientais sio fundamentais para avaliagio da seguranca ambiental dos agrotéxicos. E
importante salientar que alguns produtos sdo reavaliados quanto a dosagem recomendada,
pois as quantidades determinadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA) podem ocasionar efeitos subletais aos organismos (Azevedo e Coronas, 2018).

Os testes de toxicidade constituem-se basicamente da exposicdo de organismos
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aquaticos as substancias potencialmente téxicas, visando a observacdo e andlise das respostas
destes organismos a substancia testada. Podem ser utilizados para avaliar a concentracdo e o
tempo de exposicdo a agentes quimicos potencialmente téxicos necessarios para produzir um
efeito adverso ou danoso (Rand e Petrocelli, 1995), bem como alertar para as substancias
quimicas que representem risco e, assim, sugerir a aplicagdo de medidas preventivas antes que

ocorram graves danos aos ecossistemas naturais (Dornfeld et al., 2006).

Na exposi¢do aguda, os organismos entram em contato com a substancia quimica,
considerado potencialmente téxico por um curto periodo de tempo em um evento Unico
(Adams, 1995). Nesse tipo de exposicdo, onde o agente quimico é assimilado rapidamente, os
efeitos observados sdo imediatos (Tomita e Beyruth, 2002). O principal efeito observado nos
testes de toxicidade aguda é a letalidade, a partir da onde se determina a CL50, que ¢é a
concentracdo do contaminante responsédvel por causar mortalidade em 50% dos organismos

expostos em cada tratamento (Rand e Petrocelli, 1995).

Na exposigdo cronica, os organismos geralmente sdo expostos a uma concentracao
menor do composto, porém que € liberado continuamente, ou com certa periodicidade por um
periodo maior de tempo. Os efeitos causados por esse tipo de exposicdo podem se demonstrar
rapidamente, como em uma exposicdo aguda, ou se manifestarem ao longo do ciclo de vida,
devido a acumulacdo desses compostos (Tomita e Beyruth, 2002). Podem ser observadas
alteracdes no crescimento, na reproducdo, fisiologia e histologia incluindo alteracdes

comportamentais (Marcato et al., 2017)

A maioria dos padrdes de qualidade para protecdo de comunidades aquaticas foi, e
ainda é estabelecido com base em estudos de laboratdrio, entre eles experimentos de
bioacumulagdo, de comportamento e testes ecotoxicolégicos (Pereira et al., 2009), que
fornecem conhecimentos basicos e apresentam custo reduzido, e ainda simulam o que pode

acontecer nos sistemas aquéticos com razodvel aproximagao (Bertoletti, 2000).
1.4 Teste de evitamento

O principio do teste de evitamento (ou avoidance) é que o organismo apresenta
capacidade de reconhecer os possiveis contaminantes na dgua, evitando os locais de maiores
contaminagdes, baseando em seus aspectos fisioldgicos e seus receptores quimicos espalhados
pelo corpo dos individuos. Além dos testes ecotoxicolégicos tradicionais, estudos
comportamentais também tem se mostrado muito eficazes na busca de respostas a
intervengdes quimicas no meio ambiente. Um dos exemplos sdo os testes de evitamento (ou

de preferéncia), onde os organismos sao capazes de mover-se por diferentes gradientes
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quando expostos a diferentes concentragdes de um mesmo composto, sendo avaliada como
resposta a capacidade dos mesmos em detectarem ambientes toxicos, evitando as
concentragdes consideradas mais prejudiciais. Sdo testes de curta duragao, capazes de fornecer
respostas comportamentais altamente relevantes (Rosa et al., 2012), j& que o evitamento de um
ambiente potencialmente contaminado pode fornecer respostas consideraveis sobre o

deslocamento de uma populacao e de toda a dindmica do ecossistema (Aratjo et al., 2014).

A resposta de evasdo visivel em condigdes reais é conhecida como voo / fuga / evasao.
Esse comportamento reflete um primeiro sinal de alerta, quase sempre precoce, sobre uma
possivel deterioracdo do ecossistema (Hellou, 2011), e sua relevancia é que geralmente é
apreciavel em baixos niveis de toxicidade (Rosa et al., 2008; Aradjo et al., 2016b). Vérios autores
mencionam que o comportamento de evasdo pode ser considerado uma ferramenta
complementar na avaliacdo do risco ecoldégico, uma vez que é uma resposta facilmente
apreciavel, confidvel, rdpida e de alta relevancia ecolégica (Lopes et al., 2004; Rosa et al., 2008;
Aragjo et al., 2012). A evasao integra o conceito de dindmica populacional onde o movimento
dos organismos é considerado "como uma resposta a contaminacao" (Hellou et al., 2008; Vera-
Vera et al., 2021). Consequentemente, o deslocamento leva os evitadores a selecionar habitats
mais favoraveis (preferéncia de habitat), desencadeando até mesmo processos de
recolonizacdo em 4areas recuperadas adjacentes que apresentam melhores condi¢des para a
espécie (Aradjo et al.,, 2018). Este tipo de resposta representa uma importante linha de
evidéncia baseada nos principais efeitos em nivel ecotoxicolégico, visto que o deslocamento
de um organismo que ndo era naturalmente encontrado no habitat condiciona as relacdes
ecolodgicas em varios niveis, como a pressao competitiva por espago e alimento nas novas areas

colonizadas (Fleeger et al., 2003; Wells et al., 2004).
1.5 Teste bioquimico oxidativo

Testes moleculares e bioquimicos decorrentes da exposicao a agentes toxicos tendem a
ser mais sensiveis, menos varidveis e mais altamente conservados do que parametros
determinados ao nivel organico (Adams et al., 1990). O uso de biomarcadores bioquimicos em
programas de monitoramento oferece algumas vantagens porque sdo normalmente os
primeiros a serem detectados, sdo bastante sensiveis a presenca de determinados poluentes,
apresentam alta especificidade, possuem baixo custo de andlise e fornecem informacdes a

respeito do efeito metabolico causado pelo xenobidtico (Stegeman et al., 1992).

O processo de biotransformagao pode ser definido como a conversao, catalisada por

enzimas, de um composto xenobiético em uma forma mais soltivel em agua, que pode ser mais



facilmente excretada (Van der Oost et al., 2003).

O uso de exposicdo forcada em testes bioldgicos pode ser justificado com base em
muitos motivos, sendo assim podemos analisar trés deles: sdo faceis de usar, permitem o
estabelecimento de uma relacdo precisa entre a concentragdo-efeito no nivel individual, e
possibilita resultados analisaveis. Porém, se os principais efeitos estressores a serem analisados
serdo aqueles que ocorrem nos niveis de comunidade e ecossistema, sendo que os efeitos
individuais medidos sob exposi¢do forcada podem limitar a avaliagdo dos riscos ambientais
(Aratjo, 2016a).

A exposicao forcada supde uma exposicao obrigatéria a contaminantes para diferentes
tipos de organismos, ndo oferecendo nenhuma possibilidade de escape destes individuos. Por
esta razdo, a informagdo que tais ensaios proporcionam é baseada em qudo téxico um
contaminante é para os organismos em estudos. Porém nos taltimos anos foram sugeridas
abordagens para a exposicao ndo forcada utilizando principalmente os testes de evitamento

multicompartimentado linear (Blasco, 2020).
1.6 Anfibios

Os anfibios sdo um dos grupos de animais mais ameacados de extingdo em todo o
mundo e vém sofrendo uma queda de riqueza em grandes propor¢des desde a década de 1980
(Almeida, 2019). Sao considerados bioindicadores por terem contato com estressores tanto
aquaticos (em suas formas larval e adulta) como atmosféricos e do solo (em sua forma adulta)
e por possuirem a pele permedavel e ovos sem cascas, que ficam diretamente expostos ao solo,
a agua e a luz solar (Blaustein e Kiesecker, 2002). Compreendem a maior biomassa de
vertebrados e contribuem significativamente para a dindmica tréfica em muitas comunidades
e o declinio de anfibios anuros pode ter impactos importantes sobre outros organismos

(Blaustein e Kiesecker, 2002).

O uso de espécies de anfibios na avaliagdo da qualidade ambiental ainda é incipiente e
nao existem métodos muito difundidos e validados (Lebboroni et al., 2006), apesar de alguns
deles terem sido desenvolvidos em alguns lugares do mundo (Usepa, 2002; Astm, 2004, Astm
2014). Entretanto, os estudos com esses animais tém se ampliado largamente, tornando-se mais
frequente e de maior interesse na identificagdo de devastacdes ambientais, principalmente
devido ao declinio dessas populagdes e as ameacas que esses animais tém sofrido (Houlahan
et al., 2000), tornando assim os anfibios um excelente organismo indicador de contaminacao

ambiental.

Esse interesse em estudos com anfibios é reforcado pelo fato desses animais poderem



ser utilizados como bons indicadores da qualidade da dgua e de estresse ambiental, ja que
podem indicar diversos efeitos subletais quando expostos a poluentes, como mudanca no
crescimento e na taxa de desenvolvimento e alteracdes morfologicas (Pechmann e Wilbur,

1994).

Os anfibios sdo mais sensiveis do que outros vertebrados que aumentam seu valor
como bioindicadores, tais como: o complexo ciclo de vida, que engloba estagios aquaticos e
terrestres (ciclo bifdsico) e faz com que estejam expostos aos poluentes de ambos os ambientes;
espécies com larvas aqudticas, o que facilita a deteccdo de efeitos diretos dos poluentes no
crescimento dessas espécies, ou dos efeitos indiretos via rede tréfica; branquias e/ou pele em
contato muito préximo com a dgua e com o solo, aumentando a chance de absor¢do de
poluentes. Por serem animais ectotérmicos podem se mostrar mais susceptiveis as variacdes
ambientais do que os organismos endotérmicos. Além disso, quando estdo inativos, muitas

espécies estivam no solo, o que os expdem a sedimentos t6xicos (Rosa et al., 2008).

Em estudos realizados por Birge et al. (2000) foi avaliada a sensibilidade de diversas
espécies de anfibios para multiplos contaminantes, e quando comparados com a sensibilidade
apresentada por peixes observou-se que, em 67% dos casos em que foram utilizados metais
como substancia teste, os anfibios eram mais sensiveis, e para metais e outros compostos
quimicos organicos esse percentual foi de 64%. Bridges et al. (2002) verificaram que girinos de
Lithobates pipiens foram muito mais tolerantes do que peixes quando submetidos a exposicao
de componentes organicos, como carbaril e permetrin, e muito mais sensiveis a outros
componentes, como o cobre. Esses produtos podem causar uma série de efeitos adversos em
anfibios, incluindo a diminuicdo na taxa de crescimento e desenvolvimento, aumento de
anormalidades e influéncia direta na reproducao e sobrevivéncia destes animais (Sparling e

Fellers, 2009).

Os girinos possuem caracteristicas estruturais especificas que sao ausentes nos adultos.
O aparato oral é um exemplo, pois é uma estrutura presente apenas na fase larval dos anuros.
Alteragdes nas estruturas orais podem provocar uma reducao na eficiéncia de forrageamento
dos organismos, pois essas estruturas sdo fundamentais para que os girinos possam se
alimentar (Almeida, 2019). Para Boone e James (2005) os anfibios sdo os organismos que mais
podem maximizar o controle experimental e o realismo ecolégico, tanto em trabalhos

realizados em laboratérios como em condi¢des de campo.

Avaliamos a sensibilidade e os possiveis efeitos toxicos do herbicida Atrazina (ATANOR 50 SC®)

em girinos de ra-touro (Lithobates castebeianus), através de testes de evitamento/fuga e estresse oxidativo.



A dissertagao é apresentada na forma de capitulos, onde o”Capitulo 1” intitulado “ Alteragdes
bioquimicas para anfibios como resultado do evitamento a locais contaminados com atrazina ”, sera

submetido a revista especializada no assunto abordado neste trapalho.
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CAPITULO 1

ALTERACOES BIOQUIMICAS EM ANFIBIOS COMO RESULTADO DO
EVITAMENTO A LOCAIS CONTAMINADOS COM ATRAZINA
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Resumo
Alteracoes bioquimicas em anfibios como resultado do evitamento a locais contaminados

com atrazina

A atrazina (ATZ) na tltima década foi um dos principios ativos mais utilizados nos sistemas
agropecudrios. Este pesticida tem a capacidade de se acumular com facilidade nos ambientes
terrestre e aquatico, provocando contaminagdes e impactos sobre os seres vivos com efeitos
cronicos adversos. Os testes de evitamento/fuga sdo ensaios que procuram avaliar a
concentracdo a partir da qual determinado organismo evade em determinadas localidades,
isso é, migra para outro ecossistema ou habitat. Foram inicialmente idealizados para o
ambiente terrestre, mas estdo sendo utilizados em meio aquoso como uma modalidade de
testes ecotoxicolégicos inovadores e pouco invasivos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
sensibilidade e os possiveis efeitos téxicos da ATZ (ATANOR 505C®) em girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus), através dos testes de evitamento/fuga e anélises de estresse oxidativo
(Aminoécidos, Peroxidase, Fenotis e Proteinas). Realizamos o teste comportamental de
evitamento com duracdo de 12 h, com observacbes a cada 60 min em sistema
multicompartimentado linear com sete compartimentos. Cada compartimento correspondeu
a uma concentragao sendo controle (sem adicao de ATZ), 1, 2, 20, 200, 2.000, 20.000 pg/L. Os
possiveis efeitos metabolicos foram mensurados através de analises bioquimicas oxidativas,
avaliando o perfil de aminoacidos do plasma sanguineo e a degradacao de proteinas do figado
ap0s 48 h de exposi¢do. Determinamos também as concentragdes efetivas de ATZ as 0 h e 48
h. Os resultados evidenciaram que houve efeito do tratamento sobre a distribuicao dos girinos,
mas ndo das horas e nem do efeito combinado entre tratamentos e horas (interagdo). As
analises bioquimicas também apresentaram uma relacdo dependente da concentragao
causando efeitos toxicos expressivos mesmos em um curto periodo de tempo. Concluindo,
estes anuros foram capazes de evitar locais com altas concentracdes de ATZ nas primeiras
horas de exposicao, o que sugere que no ambiente natural estes animais possam migrar ou

evitar areas contaminadas por este herbicida.

Palavras-chave: Evitamento; Proteinas hepéaticas, Peroxidase, Aminoacidos, Fendis,

Ecotoxicologia.
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1. Introducao

Os agrotoxicos, utilizados na lavoura, apresentam riscos a satide e ao meio ambiente o
que justifica a importancia de estudos, pesquisas, monitoramento e controle destes produtos
(Matias et al., 2019; Amaro et al., 2021; Matias et al., 2021). A atrazina (ATZ) (2-cloro-4-2-
isopropilamino-6-etilamino-striazina) ¢ um herbicida de acao seletiva pré e pds-emergente,
utilizado em controle de infestagcdes predominantes de folhas largas e presenca de gramineas
sensiveis, em culturas agricolas de folhas estreitas, como milho, sorgo e cana de agticar (Borras
et al., 2010; Schmidt et al., 2021). Segundo o Boletim Nacional de Comercializagdo de
Agrotoxicos emitido pelo 6rgao ambiental brasileiro IBAMA, de 2019 a 2020 o consumo de
ATZ no Brasil foi bastante representativo passando de 23.429,38 ton de ingrediente ativo (i.a.)
para 33.321,11 ton i.a.. Entretanto, os nimeros ainda sdo altos, e mantém a ATZ como um dos
agrotoxicos mais consumidos, ocupando o 4° lugar entre os herbicidas mais vendidos no pais
(Brasil, 2022).

A ATZ é um herbicida classificado como moderadamente toxico para os seres humanos
e outros organismos que pode atingir o ambiente aquatico via deposicdo atmosférica e
lixiviagdo por aplicacdo agricolas, e tem meia-vida variando de 2 a 800 dias, dependendo do
pH e de outros fatores ambientais (Coady et al., 2005). Em peixes, anfibios e alguns mamiferos
este herbicida possui efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, podendo causar
alteracdes no desenvolvimento do feto, problemas na reprodugdo, como consequéncia desses
efeitos adversos (Tillitt et al., 2010; Papoulias et al., 2014; Liu et al., 2016; Gongalves et al., 2017;
Cleary et al., 2019). Em mamiferos os sinais de intoxicacdo, podem incluir dores abdominais,
diarreia, vomito, irritagdo de olhos, irritagdo de mucosas e reacdes de pele (Rojas et al., 2015).
No ser humano, afeta principalmente os sistemas endécrino, nervoso central, imunolégico e
reprodutivo em concentragdes entre 5 e 10 pg/L no ambiente (Douglas et al., 2014; Matias et
al., 2021). Em organismos aquaticos alteragdes na arquitetura de figado, branquias, além de
aumento dos niveis de acetilcolinesterase no cérebro e efeitos deletérios no crescimento
também foram reportados (Santos et al., 2015; Loughlin et al., 2016).

Entretanto, dados publicados pela Usepa (2016) sugerem que espécies nao-alvo,
incluindo anfibios, podem ser impactadas pela ATZ por exposicao cronica em concentracdes
ambientalmente relevantes. Este herbicida também pode ser incorporado e propagado em
cadeias alimentares, podendo alterar o metabolismo de espécies vegetais e animais, levando o
ecossistema ao desequilibrio, além da geragdo de um tipo de contaminacdo derivada da
mobilidade deste composto no solo e em corpos d’dgua (Kanissery & Sims, 2011; Matias et al.,

2021). Apesar de apresentar médio potencial de contaminagdo por seu transporte estar
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associado ao sedimento, apresenta alto potencial téxico quando dissolvido em dgua. Por estas
razdes este herbicida foi banido de alguns paises da Unido Europeia (2004/248/EC) e EUA
(Salaberria et al., 2009; Rutkoski et al., 2018, Pan, 2021).

Entre os anfibios, umas das espécies mais utilizadas em testes ecotoxicologicos é a
Lithobates catesbeianus, popularmente conhecida como ra-touro. Esta espécie esta globalmente
distribuida e é criada comercialmente para consumo humano, o que facilita sua aquisicao
(AmphibiaWeb, 2022). Comparativamente ela é mais resistente que varios anuros, mas
também é sensivel o suficiente para incorporar e externar os danos causados por xenobiéticos
(Viriato et al., 2021).

Testes de evitamento/fuga em meio aquoso sdo uma modalidade de testes
ecotoxicoldégicos inovadores, praticamente pouco realizados. Feitos geralmente no solo
(Garcia-Santos & Keller-Forrer, 2011), sdo experimentos de curta duragdo que procuram
avaliar a concentracdo de substancias toxicas a partir da qual determinado organismo evade,
quando possivel, em resposta a contamina¢do em determinadas localidades, isso é, migra para
outro ecossistema ou habitat menos contaminado. A grande relevancia dessa andlise de
reproducao dos aspectos ambientais é que, na natureza, quando os organismos sdo expostos a
determinado toxico, muito antes da letalidade, estudada nos ensaios ecotoxicolégicos agudos,
os organismos migram daquelas localidades, desde que tenha condi¢des viaveis para essa
evasdo. Vale observar que, do ponto de vista do equilibrio de um ecossistema, a morte e a fuga
representam o mesmo problema nas ciéncias ambientais, devido a diminuicdo da
variabilidade genética e fragilidade dos organismos para o processo de selecdo (Aragjo et al.,
2014a).

O principio do teste de evitamento é que o organismo apresenta capacidade de
reconhecer o0s possiveis contaminantes ambientais, evitando os locais de maiores
contaminagdes, baseando em seus aspectos fisioldgicos e seus receptores quimicos espalhados
pelo corpo (Rosa et al., 2012). Os organismos sdo capazes de mover-se por diferentes
gradientes quando expostos a diferentes concentracdes de um mesmo composto, sendo
avaliada como resposta a capacidade deles em detectarem ambientes téxicos (Aradjo et al.,
2014a).

O comportamento de fuga reflete um primeiro sinal de alerta, quase sempre precoce,
sobre uma possivel deterioragdo do ecossistema (Hellou, 2011), e sua deteccdo é geralmente
observada em baixos niveis de toxicidade (Aradjo et al., 2016). O comportamento de fuga ou
evasdo pode ser considerado uma ferramenta complementar na avaliagdo do risco ecolégico,

uma vez que é uma resposta facilmente apreciavel, confidvel, rapida e de grande importancia
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ecologica (Aratjo et al., 2012). A evasao integra o conceito de dindmica populacional onde o
movimento de organismos é considerado "como uma resposta a contaminagao" (Vera-Vera et
al., 2021). Consequentemente, o deslocamento leva os evitadores a selecionar habitats mais
favoraveis ou preferéncia de habitat, desencadeando até mesmo processos de recolonizagao
em areas recuperadas adjacentes que apresentam melhores condi¢des para a espécie (Aratjo
etal., 2018). Evidéncias de deslocamento espacial impulsionado por contaminagdo em sistemas
de exposicdo ndo forcada foram descritas para muitos organismos, incluindo caramujos
(Aratjo et al., 2012), peixes (Moreira-Santos et al., 2008, Aratjo et al., 2012; 2018a; Silva et al.,
2017; 2018), anfibios (Aratjo et al., 2014c; Vasconcelos et al., 2016) e espécies de invertebrados
(Lopes et al., 2004; Aratjo et al., 2016) expostos a diferentes contaminantes (Silva et al.; 2018).

O estresse oxidativo no figado ocorre quando ha um desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante da célula (Halliwell e Whiteman, 2004). Esse
desequilibrio resulta em danos a componentes celulares, como lipidios de membrana,
proteinas, acidos nucléicos e outras pequenas moléculas. Entre os fatores que podem
desencadear esta disfuncdo esta a exposicao a xenobidticos e outros contaminantes ambientais
(Dornelles & Oliveira, 2014). A primeira via como defesa dos organismos sdo as enzimas
antioxidantes como superdéxido dismutase (SOD), catalase ou peroxidase e, glutationa
redutase. Qualquer alteragdo na atividade destas enzimas indica desordens ou altera¢des de
reducdo ligadas ou relacionadas ao estresse oxidativo (Stara et al, 2018). As proteinas podem
ser reduzidas em condicdes estressantes com consequente aumento do gasto de energia apos
a exposicdo a pesticidas. Isso pode ocorrer devido a uma tentativa de metabolizar compostos
téxicos, para aumentar a sintese de ATP, ou para a formagdo de lipoproteinas (Sounderraj et
al., 2011; Ganeshwade, 2012).

Os aminoacidos sao estruturas moleculares de extrema importancia para organismos
vivos com fungdes de formagdo proteinas e sintese hormonal, respostas imunes, antioxidantes
e outras fungdes fisiolégicas (Hoseini, et al., 2020). Sao necessdrios para o crescimento e
classificados como ndo essenciais, ou seja, aqueles que podem ser produzidos pelos
organismos, e essenciais, aqueles que nao podem ser sintetizados ou sdo inadequadamente
sintetizado pelos animais. Esses tltimos devem ser sistematicamente fornecidos a partir da
dieta em condigdes em que as taxas de utilizacdo sdo maiores do que taxas de sintese. Para
organismos aquaticos a arginina, alanina, leucina e Isoleucina exercem papel fundamental no
crescimento, metabolismo de excrecao e homeostase energética (Calheiros et al., 2019; Li et al.,
2009).

Com objetivo de acrescentar dados consistentes sobre a sensibilidade e os possiveis efeitos
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toxicos da ATZ aos organismos aquaticos, utilizamos girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
como ferramenta experimental, expondo estes organismos a ATZ em testes de evitamento/fuga e

realizando anélises de estresse oxidativo.

2. Material e Métodos
2.1 Organismo aqudtico utilizado
Utilizamos girinos de ra-touro (L. catesbeianus), provenientes do Randrio experimental do Setor
de Aquicultura da Unidade Regional de Pesquisa e Desenvolvimento de Pindamonhangaba - APTA
Regional - SAA (SP/Brasil), classificados entre as fases 31 a 36 de Gosner (1960), com tamanho e
peso médio de 8,89 cm + 0,77 e 5,92 + 0,54 g, respectivamente (n=20). Ap6s o transporte para o
laboratério, os organismos foram aclimatados durante cinco dias, em caixas plésticas preenchidas
com agua de abastecimento declorada por 24 h, na densidade de 2 girinos por litro. Os animais foram
alimentados com somente durante a aclimatacdo com ragao Guabi® contendo: 38 % Proteina Bruta,
75% de extrato etéreo, 45% de fibra bruta e 13% de matéria mineral, ofertada diariamente na
proporgao de 0,5% do peso vivo por animal. A experimentagao foi autorizada pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Instituto de Pesca (certificado: 003/2021), que segue as normas

internacionais de uso de animais em experimentagoes cientificas.

2.1 Teste de evitamento

Os testes de evitamento foram realizados em um equipamento composto por Sistema Lineares
Multicompartimentos (SLMs), adaptado dos sistemas desenvolvidos por Moreira-Santos et al. (2008),
Aratjo et al. (2018a) e Vera-Vera et al,, (2021). Utilizamos canos de PVC de 100 mm de didmetro, com 1,70
m de comprimento e corte longitudinal de 70 mm. Cada SLM possuia sete compartimentos e para uni-los
utilizamos ralos populares redondos de 100 mm, unidos com luva para canos de esgoto de 40 mm. Esses
ralos tinham tamanho suficiente para permitir a passagem dos girinos de um compartimento para outro.
Cada compartimento foi colado dentro do cano com 90 mm de distancia entre as pontas e no interior da
estrutura com 110 mm cada, formando os compartimentos com 1 litro de capacidade. Apds a construcao
do sistema foi realizado um teste com anilina alimenticia vermelha em cada compartimento para verificar

possiveis vazamentos (Figura 1).
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volume
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Figura 1 - Esquema de construcéo utilizado para montagem do Sistema Linear Multicompartimentos (SLM) e
realizacdo do teste de evitamento. A: Materiais utilizados. B: Forma de corte de 70 mm realizado no cano de
PVC. C: Ralo popular de 100 mm. D: Colagem das estruturas dos ralos. E: Montagem e colagem da estrutura
dos ralos dentro do cano. F: Teste de vazamento com anilina alimenticia. G: Esquema grafico do sistema.]

O delineamento experimental utilizado foi composto por quatro SLMs cada um dos
quais representava uma réplica e, cada unidade foi subdividida em sete compartimentos
representando as concentragdes/tratamentos com cinco girinos em cada compartimento
(n=140), a saber: Controle negativo (sem adi¢do do produto), 1, 2, 20, 200, 2.000, 20.000 pg/L,
possibilitando assim avaliar concentragdes muito baixas, as concentra¢cdes ambientais
permitidas e extrapolar estas concentracdes. Adicionalmente, para fins comparativos,
utilizamos dois controles positivos, feitos também com ATZ. Animais provenientes da mesma
populacdo e no mesmo estdgio de desenvolvimento (cinco organismos) foram expostos
continuamente as concentracdes de 2.000 e 20.000 pg/L de ATZ em aquaérios de 16 L alojados
no laboratério, sob as mesma dgua em condicdes de temperatura e fotoperiodo.

A duragao do experimento de evitamento foi de 12 h, com observacoes realizadas a cada
60 min. Apds o teste, os compartimentos foram fechados com os girinos presentes no

compartimento que estavam onde permaneceram por mais 36 h totalizando 48 h de exposicao.
2.3 A Atrazina

Para as exposicdes a ATZ foi obtida a partir da formulagdo comercial ATANOR 50 SC®,

com a concentracdo de ingredientes inertes de 500 g/L. Este produto tem em sua composigao:
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2 cloro-4(etilamino)-6(isopropilamino)-s-triazina (ATRAZINA) de 500 g/L (50,0% m/v) e
outros ingredientes com 584 g/L (58,4% m/v). Este produto é altamente persistente ao meio
ambiente; classificacdo toxicoldgica iii, medianamente t6xico. Esta escolha ocorreu por ser esta

uma formulagdo de uso comum em sistemas agropecuarios.

As concentragdes efetivas foram mensuradas no inicio (0 h) e final (48 h) da
experimentagdo. Usamos o método 3510 C da Agéncia de Protecido Ambiental dos Estados
Unidos (EPA, 1996). Para as solugdes de 1, 2, 20, e 200 pg/L em 0 h, foi colocado um litro da
amostra em um funil de separagdo e adicionado 100 g de cloreto de sédio. Em seguida a
amostra foi agitada para total dissolugao do sal e, adicionamos 30 mL de diclorometano com
agitacdo por trés minutos e com abertura peridédica da valvula para liberacao da pressao. Por
fim, o diclorometano foi coletado em um baldo de fundo redondo apés ser filtrado sobre
sulfato de sédio anidro. A extracdo com diclorometano foi repetida mais duas vezes. O
diclorometano foi concentrado em um rotaevaporador a 40°C, até aproximadamente 2 mL e
depois seco sob fluxo suave de nitrogénio. Para as concentracdes de, 1 e 2 png/L o extrato foi
resuspendido em 1 mL de acetonitrila, para as concentracdes de 20 e 200 pg/L o extrato foi
resuspendido em 10 mL de acetonitrila. Para as concentragdes acima de 200 ng/L no tempo 0
h e para todas as solugdes do tempo 48 h, 7,5 mL da solucao foi adicionada em baldo
volumeétrico de 20 mL e o volume foi completado com acetonitrila. Todas as solucdes do tempo
Oh e do tempo 48h foram filtradas em membrana filtrante de 0,45 um e injetadas em
cromatografo liquido (HPLC).

Pardmetros fisicos e quimicos como temperatura ambiente, temperatura da dgua pH e

oxigénio também foram mensurados no inicio e no final da experimentacao.

2.4 Andlises de aminodcidos do plasma sanguineo

Para as andlises de aminoacidos as amostras foram coletadas antes (i.e. momento zero) e
ao final da experimentagdo (48 h de exposicdo), em animais alocados em cada
“concentracdo/tratamento” de preferéncia.

As amostras de sangue foram coletadas em pool de cinco animais por compartimentos e colocadas
em tubos de 1,5 mL heparinizados e centrifugadas a 2000 x g por 5 min para a separagdo do plasma,
sendo mantidas no freezer -20°C até a realiza¢do dos testes bioquimicos.

Para anélise dos aminoacidos segundo Badaway e Morgan (2010), 500 pL do pool do plasma
foi adicionado a 0,4 mL de agua pura do Milliq e precipitado com 0,1 mL de HCLOsa 60%. O
extrato foi agitado durante 10 segundos, decantado por 5min e depois centrifugado a 14.000 x

g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e acertado o volume original com tampao
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acetato 10 mM pH=4,5. O material extraido foi filtrado em seringa com filtro millipore 45 pm
e 25 pm. Vinte microlitros foram injetados no equipamento de cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC).

O HPLC é da marca YL-9300 acoplado a detector UV, comprimento de onda 254 nm e
com torre para manutencdo de temperatura (27-30°C) para coluna C18 marca Luna, fase
reversa de tamanho de 25 cm x 4,5 mm. Trata-se de um equipamento de alta sensibilidade e
eficiéncia. A separacdo dos aminodcidos foi feita em fase mével com tampao acetato de sédio
10 mM com &gua milliq (A) e acetonitrila (B) com o seguinte programa: 0-1 min (80% A e 20%
B); 1,01-1,5 min (95% A e 5% B); 1,51-8 min (96% A e 4% B); 8,01-8,2 min (80% A e 20% B). A
vazao foi de 1 mL/min sendo os picos detectados a 254 nm.

Os aminoécidos padrdes utilizados foram Arginina - Arg (10 mM), Alanina - Ala (10 mM),
Fenilalanina - Phe (10 mM), Triptofano - Trp (20 mM), Metionina - Met (10 mM), Prolina - Pro
(10 mM), Valina - Val (10 mM), Tirosina - Tyr (10 mM), e Isoleucina - Ile (10 mM) da Sigma e
Merck. Todas as amostras de plasma e os padrdes foram avaliados pelos picos de saida na
separacao do HPLC e correlacionados com o tempo de retencdo (Rt) confirmados pelo
software Clarity Chromatography Software (Data Apex®), acoplado ao HPLC.

2.5 Andlises dos compostos bioquimicos do figado

Apobs a extragdo de sangue os mesmos cinco animais de cada tratamento foram
eutanasiados em solucao de eugenol (875 pL), dlcool (3 mL) e dgua destilada (125 mL) para a
retirada do figado, o qual foi pesado, fotografado e posteriormente congelado para se realizar
a quantificagdo de proteina, fenéis e peroxidase. Posteriormente foram triturados em almofariz
e pistilo com tampdo fosfato pH =7 - 0,1 mol/L, na concentragdo de g/mL. O extrato foi
filtrado em gaze e analisado imediatamente.

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método de Lowry, expressa
em mg SAB mL-1 (SAB = Soro-Albumina Bovina) presente em 1 g de figado. A quantificacao
de fendis foi realizada através do reativo de Folin-Ciocalteau, expressa em mg é&cido
clorogénico presente em 1 g de figado. A atividade da peroxidase foi determinada medindo-
se a variacao de absorbancia do tetraguaiacol formado na reagdo enzimética com comprimento
de onda de 470 nm. A absorbéncia foi lida por um espectrofotdmetro computadorizado em 4
min e a atividade especifica foi expressa como nKat mgSAB-1g de amostra. Estes métodos sao
classicos e descritos na literatura e recentemente utilizados por Mascaro et al. (2014), Bach et al. (2018)
e Luquis et al. (2021).

2.6 Andlise dos resultados

A taxa de evasdo de organismos em cada concentracdo/tratamento foi calculada com
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base na proporcao média entre o nimero de evitadores e o niimero esperado de organismos,
multiplicado por 100 (Moreira-Santos et al., 2008, Silva & Gestel, 2009 e Vera-Vera et al., 2021).

Segundo Vera-Vera et al (2021), organismos expostos sao aqueles inicialmente colocados em

cada compartimento, tendo em conta que todos os compartimentos devem ter a mesma

quantidade de organismos depositados. organismos registrados corresponde ao registro da

posicao dos organismos em cada compartimento apds a contagem em determinado tempo e,

organismos esperados (Ne) representam o nimero total de organismos expostos no

compartimento, mais aqueles organismos que devem vir dos compartimentos adjacentes com
concentracdo mais elevada. Essa consideragdo é feita para todos os compartimentos,
esperando que todos os organismos migrem em direcdo ao controle. Para o calculo dos

organismos_observados (No), mantém-se o principio descrito acima para os organismos

esperados, onde sdo considerados os organismos registrados no compartimento (X), mais
aqueles registrados no compartimento adjacente mais contaminado. Para calcular o namero

de evitadores e taxa de evasdo, foram utilizadas as férmulas propostas por esses autores:
Evitadores = Ne-No
Taxa de Evasao (%IN) = [Evitadores / Ne] x 100

Onde:
Ne = Organismos esperados.
No = Organismos observados.
Para determinar diferencas estatisticamente significativas na distribui¢do de organismos
entre os compartimentos (i.e. preferéncia), foi utilizada uma ANOVA two-way de medida
repetida considerando os tempos (1-12 h) e os compartimentos (1= controle até 7=20.000 ng/L)

com as diferentes concentra¢des como efeitos fixos. Todos os dados em % foram transformados

em arcosen,/x/100 antes da andlise e os assuntos de normalidade e esfericidade foram
verificados respectivamente através do Normal Probability Plot do residuo e pelo teste de
Mauchly. Quando diferencgas significativas foram reveladas foi aplicado o teste a posteriori de
Tukey.
3. Resultados

Nao houve mortalidade durante o periodo de aclimatacdo e nem durante o teste de
evitamento. Os pardmetros fisicos e quimicos monitorados da 4gua apresentaram os seguintes
resultados: Temperatura ambiente: 22,43 °C + 0,90; Temperatura da agua: 22,18 °C * 0,36;
Oxigénio dissolvido: 3,88 mg/L + 0,65 e; pH: 5,72 £ 0,60.

Comparando as concentracdes nominais e efetivas na hora zero (Oh) verificamos uma
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boa precisao com variagdes entre 3 a 11%. Os resultados da concentracdo efetiva realizada no

inicio da experimentacdo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo nominal e efetiva de atrazina (ATANOR 50 SC®) quantificada no inicio da
experimentagdo (0 h), para realizacdo do teste de evitamento/fuga com girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus).

COMPARTIMENTOS CONCENTRACOES | CONCENTRACOES EFETIVAS

NOMINAIS (ug/L) (ng/L)

1 Controle 0

2 1 0,92

3 2 1,78

4 20 19

5 200 194

6 2000 1940

7 20000 19580

O resultado da ANOVA de medida repetida mostra que existe um efeito do tratamento
(F=2,89; p<0,032) na distribui¢ao dos girinos, mas nao das horas e nem do efeito combinado entre
tratamentos e horas (interagdo). A normalidade dos residuos e o teste de esfericidade foram
atendidos permitindo a prossecucdo da andlise para verificar quais compartimentos eram
diferentes. O teste de comparacao multipla de Tukey mostrou que somente a média da

distribuicdo dos organismos do controle é estatisticamente diferente do tratamento com a

concentragdo de 20.000 pg/L de ATZ (Figura 2)

0,48
0,46 - a
0,94 -
0,42 -
0,40
0,38 -
0,36 -

0,34 -

0,32 -

% Organismos (transformados em arcoseno)

0,30

: T T T T :
controle 1pe/L 2pe/L 20ps/L 200ug/L  2000pg/L 20000ps/L

Tratamentos

Figura 2 - Distribuicdo dos girinos de Lithobates catesbeianus expostos a diferentes concentracdes de
atrazina (ATANOR 50 SC®), durante o Teste de Evitamento. As barras verticais indicam o Desvio
Padrdo. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes p<0,5 na porcentagem de
distribuicao dos organismos.
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A distribuicdo da porcentagem de organismos ao longo do tempo pode ser melhor
apreciada na Figura 3, onde os graficos de box-whisker plot mostram o deslocamento dos girinos
de todas as réplicas nos compartimentos controle e de maior concentracao de ATZ (20.000 pg/L).
A linha tracejada indica a distribuicdo da porcentagem dos organismos na hora 0 quando o
ntmero de girinos era igual em todos os compartimentos. Distribui¢cdes acima da linha tracejada
indicam “imigracdo” (chegada) de individuos ao compartimento enquanto aquelas abaixo

indicam “emigra¢do” (fuga) do compartimento.

£ 3
Controle 3 20.000 pg/L

Organismos ( %)

1 LB = %f 1 Ir I .all

D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 0 1 2 a4 5 & 7? 8 9 1€ 11 12

Horas Horas

Figura 3 - Média e o erro padrdo da média para os compartimentos controle e mais alta concentragao
(20.000 pg/L), evidenciando o efeito do tempo na movimentacdo dos animais durante o teste de
evitamento feito com girinos de Lithobates catesbeianus expostos a atrazina (ATANOR 50 SC®). A linha
tracejada indica a porcentagem (%) de distribuicdo dos organismos no inicio do experimento (0 h) para
os dois tratamentos.

Embora, ndo haja diferencas estatisticamente significativas entre as horas no teste
evitamento/fuga, desagregando a porcentagem de deslocamento dos girinos no controle e na
concentracdo de 20.000 pg/L em intervalos de 3 h, podemos observar maior movimentagao
desses organismos nas primeiras horas apds o inicio do experimento, sinalizado pela
diminuicdo da porcentagem de animais até 3 h no compartimento de 20.000 pg/L, e pelo
consequente aumento das presencas no compartimento do controle. Entre a 4% e 6 h ocorreram
varias movimentagdes entre os dois compartimentos. A partir da 7* h observa-se uma
tendéncia a estabilizacdo dos deslocamentos, que voltam a igualar os valores iniciais do
experimento, representados pela linha tracejada, somente em correspondéncia da 10% e 11*

hora (Figura 4).
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Figura 4 - Deslocamento dos individuos (Lithobates catesbeianus) expostos a atrazina (ATANOR 50 SC®),
durante o teste de evitamento, ao longo do tempo no compartimento Controle e de 20.000 pg/L. A linha
tracejada corresponde a hora 0, antecedente a abertura da comunicagdo entre os compartimentos
quando o niimero de organismos era igual em todos eles. Porcentagem - %

O numero de Evitadores e a Taxa de Evasao (% IN) assim como o registro dos
organismos em numeros absolutos em cada compartimento encontram-se nas planilhas de
material suplementar.

Ap6s 12 h os compartimentos dos SLMs foram fechados e os girinos permaneceram
expostos as diferentes concentragdes de ATZ por mais 36 h, totalizando 48 h de exposigao.
Neste momento, as concentracdes efetivas foram novamente quantificadas e evidenciamos que
houve mistura das solugdes ao longo dos compartimentos. Isto explica o fato dos organismos
terem evitado as mais altas concentragdes em um primeiro momento (primeiras 3 h) deixando
de evitar tanto nas horas subsequentes. Assumimos que a mistura foi gradual ao longo das 12
primeiras horas e apds o fechamento do sistema obtivemos os seguintes resultados: Controle
(com mistura de ATZ) - 1610; 1 - 1819; 2 - 2201, 20 - 2832; 200 - 2776; 2.000 - 3684; 20.000 -
4389 pg/L de ATZ.

Cinco organismos de cada compartimento/tratamento foram utilizados para os testes
bioquimicos. Para atender o principio dos 3 R’s (Replace, Reduction and Refinement) e as
diretrizes da Toxicologia para o século XIX, que preconizam evitar sempre que possivel o
sofrimento aos animais, eutanasiamos um reduzido namero de organismos e utilizamos um

equipamento de altissima sensibilidade (HPLC - YL-9300®). Por esta razao as amostras para
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as andlises bioquimicas foram avaliadas em pool e a leitura feita em duplicata. A Tabela 2
apresenta o perfil de aminoacidos encontrados no plasma sanguineo, antes (Momento Zero) e apés

a exposicao a ATZ (48 h).

Tabela 2 - Perfil de aminoacidos encontrados no plasma de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
expostos a diferentes concentracdes de atrazina (ATANOR 50 SC®), quantificados no Momento Zero
(antes da experimentacgao) e ap6s 48 h de exposigdo. Separagido realizada por HPLC. (pool de 5 animais).

Aminoacidos | TR | MZ | CN 1 2 20 | 200 | 2000 | 20000
pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L
Arginina 141 | 15019 | 91,18 | 192,62 | 13657 | 1129 | 89,13 | 81,82 | 79,80
Isoleucina | 191 | 2341 | 13,62 | 1600 | 2279 | 1846 | 1074 | 11,26 | 11,55
Alanina 221 | 4001 | 3733 | 3880 | 4145 | 39,07 | 3540 | 3576 | 29,10
Fenilalanina | 235 | 041 | 042 | 038 | 054 | 044 | 038 | 030 | 050

TR - Tempo de retencao. Concentragdo em mMol. MZ - Momento Zero. CN - Controle negativo.

O resultado das analises de estresse oxidativo obtidas a partir das amostras de figado

nas mesmas condi¢des encontram-se nas Figuras 5 e 6.

Concentragdo de proteina

Controle +2.000 p/L
Controle +20.000 p/L &

Controle negativo
1L/

2 y/lL

20 plL

200 1/

2.000 p/L

20.000 p/L

Momento zero

0 5 10 15 20 25
mg SAB / 1g figado

Figura 5 - Concentracdo de proteinas do figado de girino de ra-touro (Lithobates catesbeianus) em
diferentes concentracdes de atrazina (ATANOR 50 SC®), apds 48 h de exposigdo. SAB - soro albumina
bovina. Controle + = Controle positivo.
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Figura 6 - Concentracdo de fendis e atividade da peroxidase no figado de girino de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) em diferentes concentracdes de atrazina (ATANOR 50 SC®), apéds 48 h de exposicdo. nKat -
nimero de nanomols de substrato transformado por 50 microlitros por segundo em pH e temperatura
padronizado. Controle + = Controle positivo.

Observamos que a quantidade de proteina no Momento Zero (antes da exposicao) foi de
20 mg SAB / 1g de figado e diminuiu proporcionalmente com o aumento das concentracdes
de ATZ, que as 48 h de exposicao ja haviam se misturado. A degradacao foi mais intensa nos
controles positivo onde os animais ficaram continuamente expostos em aquarios por 48 h. Em
consequéncia da degradacdo de proteinas temos o aumento da concentracdo de fendis e da
atividade da peroxidase, que por sua vez foi menor no Momento Zero e expressiva nos

controles positivo.

4. Discussao

Vérios parametros estdo conduzindo ao declinio global de anfibios, incluindo doengas,
diminuicdo e fragmentacdo de habitats, exposicdo a pesticidas e mudancas climaticas
(Cushman, 2006; Wake, 2012). O impacto dos pesticidas na satide desses vertebrados esta entre
os fatores menos compreendidos nesta perda e classicamente descritos por Blaustein e Johnson
(2003) como sendo uma das causas que afetam diretamente o desenvolvimento, reproducao, e
sobrevivéncia das populacdes de anfibios ao redor do mundo, mas existe espago e
necessidades de estudos que elucidem estes problemas (Orton e Tyler, 2015, Snyder et al.,
2017).

Neste estudo, avaliamos a sensibilidade e os possiveis efeitos téxicos da ATZ sobre
anuros utilizando girinos de ras-touro em testes de evitamento/fuga. Adicionalmente,

realizamos algumas andlises bioquimicas no sangue e no figado para elucidar os resultados.
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No teste de evitamento foi possivel observar a movimentacdo dos organismos nas trés
primeiras horas do experimento, evitando as mais altas concentracdes de ATZ. Esta é uma
evidéncia de que na natureza os organismos seriam capazes de evitar os ambientes
contaminados por um determinado periodo nas maiores concentragdes de ATZ. Resultados
semelhantes foram encontrados por Aradjo et al. (2014c) trabalhando com o fungicida
pyrimethanil, por Vasconcelos et al. (2016) trabalhando com abamectina, por Aragjo et al.
(2014b) trabalhando com cobre, por Liu et al. (2016) e Aradgjo et al. (2018b) avaliando a relagao
evasdo e barreira quimica provocada por ATZ evitando migracdo no ambiente. Aratjo et al.
(2014b) afirmam que o evitamento foi uma resposta sensivel de algumas espécies de anfibios
(Leptodactylus latrans, L. catesbeianus, e Pelophylax perezi,) para evitar a mortalidade e que, a
resposta de evitacdo desempenha um papel fundamental para diminuir a mortalidade e o
declinio da populagao.

Por outro lado, acreditamos que em funcdo do tamanho dos animais, principalmente
pelo tipo de natagdo e cauda dos girinos de L catesbeianus, além das caracteristicas de alta
solubilidade do produto utilizado em nosso estudo com ATZ, houve grande mistura das
concentragdes iniciais, e que a partir de 3 h as caracteristicas do sistema foram alteradas. Aratjo
et al. (2014a) estudando o evitamento de pirimetanil por Danio rerio ji alertava para a
possibilidade de mistura no sistema devido a movimentagao dos peixes o que requer atengao
especial por parte dos investigadores em relagdo ao tempo de resposta e estabilidade do
gradiente no SLMs. Com base nos resultados do presente estudo, sugerimos que futuros teste
de evitamento com anuros, principalmente aqueles realizados com animais com mais de 3g,
sejam realizados com um periodo de exposicdo e intervalos de observacdes menores, talvez 6
h e 30 minutos, respectivamente. Esta sugestao é corroborada pelo estudo de Silva et al. (2018)
que trabalharam com peixes reportando a eficiéncia de evitamento aos compartimentos
contaminados com cobre com apenas 3 h de duragdao. Cabe lembrar que nossa opcao inicial de
mantermos os animais por um periodo maior de exposi¢do ocorreu em funcdo das andlises
bioquimicas de hepatotoxicidade, que auxiliariam na elucidacdo de dados controversos
reportados para intoxicagdes com ATZ.

No presente estudo os resultados dos testes bioquimicos foram equivalentes as
concentra¢des de ATZ, evidenciando alteragdes no perfil de aminoécidos e degradagao de
proteinas com consequente aumento dos niveis de fenoéis e atividade da peroxidase.

A arginina, também conhecida como L-arginina é um aminoacido utilizado
principalmente para producdo de proteinas. Sendo um aminoécido essencial para peixes

desempenha papeis importantes na fisiologia, desempenho do crescimento e na satde destes
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organismos (Wilson, 2002; Hoseini et al., 2020). A arginina em diferentes espécies possui papel
modulador, em peixes este aminoacido estd envolvido na producdo de 6xido nitrico (NO),
sintese de poliaminas, respostas inflamatérias e imunes inatas (Zhou et al., 2015), auxiliando
no aumento das taxas de insulina (Andoh, 2014), no hormoénio do crescimento (GH) e outros
fatores de crescimento relacionados a insulina 1 (IGF-1) (Wang et al., 2017) contribuindo para
resposta ao estresse e producao de cortisol (Costas et al., 2013; Hoseini et al., 2020). Alanina e
aspartato sdo importantes precursores da molécula de glicogénios sendo um aparato
energéticos indispensavel para os peixes. Além disso, o aspartato é essencial para produgao
de nucleotideos de purina em todos os tipos celulares. Sendo que a alanina é um transportador
importante de nitrogénio para o metabolismo de aminoacido entre os 6rgaos em peixes (Li et
al., 2009). Leucina, Isoleucina e Valina possuem papéis importantes na regulacao da
homeostase energética, metabolismo nutricional, satide intestinal, imunidade e doencas em
humanos e animais. Como os mais abundantes dos aminoacidos essenciais, servem como
substratos para a sintese de compostos nitrogenados, sinalizagdo moléculas que regulam o
metabolismo da glicose, lipidios, producdo de proteinas e imunidade através de redes de
sinalizagdo, especialmente fosfoinositide 3-quinase/Sinal de AKT/alvo de mamifero de
rapamicina (PI3K/AKT/mTOR) (Neinast et al., 2019; Coleman et al., 2020). A Fenilalanina é
um aminodcido essencial que pode ser convertido em tirosina, que é um precursor da
dopamina sendo os neurotransmissores responsaveis pelas respostas ao estresse em peixes
(Saavedra et al.,, 2009), podendo ser utilizado como ansiolitico na piscicultura, sendo
responsavel pela regulacdo metabdlica, crescimento e respostas ao estresse formando o
neurotransmissor dopamina (Li et al., 2009, Calheiros et al., 2019).

Pouco se sabe ainda a respeito da real interferéncia dos pesticidas sobre a fisiologia
destes aminodacidos, proteinas e lipidios e as consequéncias bioquimicas no desenvolvimento
dos organismos aquaticos. Recentemente, Sena et al. (2021) trabalhando com Xenopus leavis
expostos as concentragdes de 200 e 500 pg/L de ATZ, concluiram que este pesticida também
causou lesdes graves hepatica, renal e alteragdes dos niveis de aminoacidos (Alanina
aminotransferase e creatinina) sugerindo intoxicagdo hepato-renal grave devido concentragdes
estudadas. Dornelles & Oliveira (2014) expondo girinos de L. catesbeianus a este pesticida
encontraram aumento da peroxidase lipidica e degradacdo de proteinas, o que corrobora
nossos resultados. Adesiyan et al. (2011) trabalhando com figados de ratos intoxicados com
ATZ demonstraram que este composto pode promover estresse oxidativo, aumentando a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e produtos de danos oxidativos, tais como

peréxidos de lipidios e malondialdeido e, consequentemente influenciando a atividade de
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enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase, glutationa peroxidase (GPx) e catalase.
Zhu et al. (2009) concluiram que a ATZ induz estresse oxidativo e danos ao DNA em minhocas
(Eisenia foetida). Jin et al. (2010) estudaram fémeas de D. rerio expostas a ATZ, encontrando
mudancas significativas nas atividades de enzimas antioxidantes e estresse oxidativo no
figado. Da mesma forma, demonstraram alteracdo significativas nos niveis de genes do
mRNA, que codificam proteinas antioxidantes e proteinas da membrana interna mitocondrial
relacionadas a produgdo de ROS (como Bcl-2 e Ucp-2). Dong, et al. (2009) utilizaram machos e
fémeas de D. rerio verificando efeitos toxicos da ATZ no citocromo P450 microssomal do
figado, NADPH-P450 redutase, aminopirina N-desmetilase e eritromicina N-desmetilase.

Snyder et al. (2017) utilizando girinos de sapo americano (Anaxyrus americanus) e ra-
cinza (Hyla versicolor) como ferramentas experimentais apds exposicdo a ATZ por 48 h
encontrou indicios de alteragdes metabolomica nos pardmetros bioquimicos apresentando
alteracdes em varias classes de macromoléculas biolégicas, incluindo acidos graxos,
aminodcidos, nucleosideos de purina, pirimidinas e monossacarideos e dissacarideos. Em sapo
Rhinella schnneideri os efeitos subletais induzidos, causaram anormalidades e alteracdes
morfoldgicas na natagdo e no crescimento (Pérez-Iglesias et al., 2019). Rimayi et al. (2018)
estudaram efeitos da exposicdo da ATZ em girinos e machos adultos de Xenopus laevis,
encontrando alteracdo na massa, morfologia da mitocondria, alteragdes bioquimicas e
metabdlicas. As andlises da via metabdlica sdo consistentes com os achados de outros estudos
que demonstram a interrupgao do metabolismo de aminoacidos e energia da exposicdo a ATZ
a espécies nao-alvo.

E certo que mesmo altas concentracdes de ATZ da formulagao comercial ATANOR 50
SC®ndo provocam efeitos agudos e imediatos a varias espécies de anfibios. Isto ja foi reportado
por autores como Solomon et al. (2008) e Rutkoski et al. (2018). Entretanto, a possibilidade de
escolha de um habitat ndo contaminado feita pelos organismos foi evidenciada nos testes
comportamentais de evitamento/fuga. Posteriormente, quando houve mistura este pesticida
impactou o metabolismo dos girinos, que desviaram sua energia para processos de
desintoxicacdo, reparo de tecidos e restauracao da homeostase. Desta forma, somos da opinido
de que este herbicida precisa ser sim monitorado para ndo comprometer a comunidade

aquatica circundante.

5. Conclusao
Nossos resultados mostram que os girinos de ra-touro foram capazes de evitar locais

com altas concentracdes de ATZ nas primeiras horas de exposicdo, o que sugere que no

31



ambiente natural estes animais possam migrar ou evitar dreas contaminadas por este
herbicida. A ATZ também provocou uma rapida e eficiente resposta metabdlica dos animais

expressando alteragdes no perfil de aminoécidos, degradacdo de proteinas e hepatotoxicidade.

6. Declaragao de conflito de interesse
Os autores declaram ndo ter interesses financeiros ou ocorréncias de interesse pessoais

que possam interferir ou influenciar o desenvolvimento deste artigo.
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INSTITUTO DE PESCA PESCA

CiMTTE DE ECA D EXFERINE T a0 bn ANTEAL

CERTIFICATD

CERTIFICAMOS QUE O PROTOOOLD DE NUMEERD 032021 DO TRABALHO LOE
PESQUISA INTITULADC " AVAILTACAD DA SENSIHILIDADE DE GIFEINOS DE Ei-
TOURD | (Lithobates caresbeianus) AQD HERBICIDA ATEAZINA (ATANOERE 30 S5CE)
ATEAVES DE TESTES DE EVITAMENTO E ESTEESSE OXIDATIVO. S0B
BESPONSABILIDADE DA POC CLAUDIA MARIS FERREIRA MOSTERID, ESTA DE
ACORDO COM OS5 PRINCIPIOS ETICOS NA EXPERIMENTACAO ANIMAL ADOTADO
PELO COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMENTACAC ANIMAL (COBEA) E FOI
APROVADD PELD COMITE DE ETICA EM EXPEREIMENTACAD AWNDMAL DO
INSTITUTOC DE PESCA (CEEATIP). EM 30 DE DEZEMBE.C DE 2021.

SAD PAULD, 30 DE DEZEMBRO DE 2021

P
Pt

EDUARDO DE MEDEIROS FERRAZ
Presidente - CEEATR

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL DO INSTITUTO DE PESCA
Av. Consalbeiro Eodripues Ahees, LE52 - Vila Mariana, 8o Panlo - P, (4014002 £ Paplo — SP
ermul ceeaipiEpesca sp.gov. hr / SITE: woww pesca sp.gov hr

Figura 1 - Certificado de Experimentacao animal.
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Anexo 11

Tabela I: Numeros de organismos encontrados em cada concentracao por réplicas em porcentagem (%)

HORA

10

REPLICA

#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2
#3
#4
#1
#2

CONTROLE

14,3
14,3
14,3
14,3
17,1
11,4
22,9
22,9
20,0
20,0
17,1
22,9
22,9
11,4
17,1
31,4
28,6
8,6

14,3
22,9
22,9
20,0
11,4
25,7
14,3
25,7
17,1
22,9
22,9
25,7
11,4
28,6
22,9
14,3
8,6

25,7
11,4
17,1
11,4
28,6
8,6

8,6

CONCENTRACOES (pg/L) X % DE EVITAMENTO

1
14,3
14,3
14,3
14,3
17,1
11,4
14,3
14,3
14,3
11,4
22,9
22,9
20,0
11,4
14,3
20,0
17,1
11,4
20,0
14,3
14,3
14,3
17,1
14,3
20,0
22,9

8,6
17,1
8,6
25,7
28,6
14,3
11,4
17,1
17,1
25,7
14,3
14,3
20,0
20,0
8,6
17,1

2
14,3
14,3
14,3
14,3
17,1
20,0
17,1
14,3
17,1

5,7
8,6
20,0
8,6
8,6
22,9
14,3
8,6
17,1
8,6
20,0
20,0
5,7
57
17,1
20,0
8,6
17,1
17,1
22,9
11,4
14,3
11,4
14,3
20,0
11,4
57
25,7
20,0
8,6
8,6
22,9
11,4

20
14,3
14,3
14,3
14,3

29
14,3
14,3
14,3
11,4
22,9
20,0
11,4
22,9
28,6
14,3
11,4

57
14,3

8,6
11,4
17,1
11,4
14,3
20,0

8,6
14,3

57
11,4

8,6
171

8,6
17,1
17,1
20,0
11,4
11,4
11,4
25,7
14,3
14,3
11,4
28,6

200
14,3
14,3
14,3
14,3
171
22,9
57
14,3
171
20,0
8,6
57
8,6
14,3
14,3
57
8,6
20,0
25,7
20,0
8,6
20,0
22,9
11,4
17,1
171
22,9
11,4
11,4
57
20,0
8,6
14,3
14,3
31,4
11,4
17,1
57
14,3
8,6
14,3
14,3

2.000
14,3
14,3
14,3
14,3
11,4
14,3

8,6
8,6
57
14,3
57
8,6
29
17,1
57
8,6
22,9
14,3
17,1
8,6
11,4
17,1
17,1
5,7
29
29
11,4
14,3
11,4
8,6
8,6
11,4
8,6
14,3
8,6
8,6
8,6
57
14,3
11,4
20,0
8,6

20.000
14,3
14,3
14,3
14,3
17,1

5,7
17,1
11,4
14,3

5,7
17,1

8,6
14,3

8,6
11,4

8,6

8,6
14,3

57

29

57
11,4
11,4

57
17,1

8,6
17,1

57
14,3

57

8,6

8,6
11,4

0,0
11,4
11,4
11,4
11,4
17,1

8,6
14,3
11,4
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#3 11,4 20,0 8,6 8,6 171 14,3 20,0
#4 28,6 20,0 8,6 11,4 8,6 11,4 11,4
#1 57 17,1 11,4 20,0 20,0 8,6 17,1
11 #2 14,3 14,3 17,1 20,0 11,4 14,3 8,6
#3 11,4 20,0 11,4 14,3 8,6 14,3 20,0
#4 25,7 22,9 8,6 11,4 8,6 14,3 8,6
#1 57 14,3 17,1 22,9 57 17,1 17,1
12 #2 17,1 14,3 8,6 22,9 22,9 11,4 29
#3 11,4 14,3 14,3 14,3 8,6 20,0 17,1
#4 31,4 14,3 8,6 14,3 8,6 14,3 8,6
Anexo III
Tabela II - Porcentagem de girinos por réplica por horas.
PLANILHA COM PORCENTAGEM DE INDIVIDUOS EVITADOS NO SISTEMA
CONCENTRAGAO DE ATRAZINA X EVITAMENTO EM %
HORA 0 1 2 20 200 2000 20000
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 18,57 14,29 17,14 11,43 15.00 10,71 12,86
2 20,00 17,86 12,86 16,43 12,86 8,57 11,43
3 20,71 16,43 13,57 19,29 10,71 8,57 10,71
4 18,57 15,71 13,57 10,00 18,57 15,71 7,86
5 20,00 15,00 12,14 15,71 15,71 12,86 8,57
6 20,00 17,14 15,71 10,00 17,14 7,86 12,14
7 22,14 19,29 15,00 12,86 11,43 10,00 9,29
8 17,86 17,86 12,86 15,00 17,86 10,00 8,57
9 17,14 17,14 15,71 16,43 11,43 10,00 12,14
10 14,29 16,43 12,86 15,00 13,57 13,57 14,29
11 14,29 18,57 12,14 16,43 12,14 12,86 13,57
12 16,43 14,29 12,14 18,57 11,43 17,71 11,43
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Tabela III - Exemplo de calculo utilizados na planilha do Excel para calcular a evasao.

Anexo IV

TIME: 60 min
Concentrations (ug/L)
Replicates 0 1 2 20 200 2000 20000 Total
#1 6 6 6 1 6 4 6 35
# 4 4 7 5 8 5 2 35
#3 8 5 6 5 2 3 6 35
#4 8 5 5 5 5 3 4 35
Average 6,50 5,00 6,00 4,00 5,25 3,75 4,50
SD 1,9 0,8 08 = 20 " 25 1,0 1,9
In% 17,1 17,1 17,1 2,9 17,1 11,4 17,1 100
11,4 11,4 20,0 14,3 22,9 14,3 5,7 100
22,9 14,3 17,1 14,3 5,7 8,6 17,1 100
22,9 14,3 14,3 14,3 14,3 8,6 11,4 100
Mean 18,57 14,29 17,14 11,43 15,00 10,71 12,86 14,29
SD 5,47 2,33 2,33 5,71 7,14 2,74 5,47
Org. por compart. (inicial) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Compartimentos 1 2 3 4 5 6 7
Org. esperados (por réplica) 35,0 30,0 250 200 150 10,0 5,0
Experados (total) 140,0 120,0 100,0 80,0 60,0 40,0 20,0
Org. observados #1 35,0 29,0 230 | 170 | 160 10,0 6,0
Org. observados #2 35,0 31,0 270 7 200 " 150 7,0 2,0
Org. observados #3 35,0 27,0 20 " 10 7 110 9,0 6,0
Org. observados #4 35,0 27,0 20 " 170 " 120 7,0 4,0
Obserados total 140,0 114,0 94,0 70,0 54,0 33,0 18,0
Evitadores #1 0,0 1,0 2,0 3,0 -1,0 0,0 -1,0
Evitadores #2 0,0 -1,0 -2,0 0,0 0,0 3,0 3,0
Evitadores #3 0,0 3,0 3,0 4,0 4,0 1,0 -1,0
Evitadores #4 0,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 1,0
Evitadores (total) 0,0 6,0 6,0 10,0 6,0 7,0 2,0
%Evitamento #1 0,0 3,3 8,0 15,0 -6,7 0,0 -20,0
%Evitamento #2 0,0 3,3 -8,0 0,0 0,0 30,0 60,0
%Evitamento #3 0,0 10,0 12,0 20,0 26,7 10,0 -20,0
%Evitamento #4 0,0 10,0 12,0 15,0 20,0 30,0 20,0
%Evitamento (média) 0,0 5,0 6,0 12,5 10,0 17,5 10,0
Desvio Padrio 0,0 6,4 9,5 8,7 15,9 15,0 38,3
Coeficiente de variagdo T #DIV/0! 127,7 158,7 69,3 158,7 85,7 383,0
Anexo V
PARAMETROS DA AGUA
20,00
15,00
10,00
5,72
5,00 3,88
I . 0,65 0,36 0,90 I 0,60
0,00 — — m— —
OXIGENIO DISSOLVIDO TEMPERATURA AGUA TEMPERATURA pH

EM ppm/mg/L

W0 HORAS

Figura 2 - Parametros da qualidade da d4gua no tempo de exposicao e experimentacao.

EM °C

M 12 HORAS

48 HORAS

AMBIENTAL EM ° C

MEDIA  m DESVIO PADRAO
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Anexos IV - Fotos.

Figura 3 - Sistemas multicompartimentados utilizados nos testes de evitamento (4 réplicas

com sete compartimentos cada).

Figura 4 — Sistemas multicompartimento em preparagao para experimentacao.
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Figura 5 - Aclimatacao dos girinos de Lithobates catesbeianus no Laboratorio do Instituto de

Pesca.

Figura 6 - Sistema multicompartimentos sobre a bancada de experimentagcao.
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Figura 7 - Disposicao dos girinos de Lithobates catesbeianus no compartimento controle.

Figura 8 - Disposicao dos girinos de Lithobates catesbeianus no compartiment de maior

concentragdo de atrazina (20.000 pg/L).
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Figura 9 - Preparagdo do girino de Lithobates catesbeianus para anestegia e retirada de sangue.
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