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Sinopse:

Estudou-se a toxicidade aguda e crénica do herbicida atrazina em peixes, da espécie Colossoma

macropumum (CUVIER, 1818). Aspectos morfoldgicos das camadas celulares da retina dos
individuos foram avaliados.
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RESUMO

A atrazina é um herbicida possui caracteristicas fisico-quimicas que aumentam a
probabilidade de atingir as &guas subterrdneas. Entre o0s ingredientes ativos mais
comercializados no Brasil a atrazina se destacou na 32 posi¢do no ranking em 2013, sendo
considerada muito toxica para organismos aquaticos. O objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito
toxicoldgico de atrazina na retina de alevinos de Colossoma macropomum. Para isso foram
realizados testes de toxicidade aguda (5, 15, 30, 45 e 60 mg/L), a partir do método de Trimmed
Spearman-Karber. Ja nos testes crénicos, os alevinos foram expostos as seguintes
concentracdes 0,85, 4,2, 8,3 e 16,5 mg/L, e posteriormente, as amostras de retina foram
encaminhadas para andlise histoldgica e coradas pelo método de coloragdo com Hematoxilina
e Eosina. A Concentracdo letal média em 96 horas de exposi¢cdo de atrazina para alevinos de
tambaqui foi de 27,78 mg/L, com limites inferior e superior de 22,49 e 34,22 mg/L
respectivamente, sendo que a maior concentracdo que ndo causou mortalidade foi de 5 mg/L e
a maior concentracgdo que causou mortalidade foi de 15 mg/L. No teste cronico foram avaliados
os parametros morfoldgicos das camadas celulares da retina dos alevinos, os quais nao sofreram
nenhuma alteracdo entre os tratamentos. Por outro lado, as literaturas apontam para as
consequéncias neurotoxicas da exposicdo de espécies de peixes sob concentracbes agudas e/ou
subagudas referentes a atrazina. Podemos embasar tal afirmacdo nos achados de toxicidade
relatados que, trazem mencOes de alteracbes comportamentais por parte de seus autores,
verificados frente a diferentes concentracfes deste composto, como por exemplo, desvios de
comportamentos padrdes descritos como: natacdo irregular, letargia, batimento opercular
acelerado e respiracdo aquética na superficie, que também foram observados durante o presente
trabalho. Além disso, os resultados de amostras de agua analisadas ndo demonstraram

alteracdes bruscas de valores entre 0s tratamentos, tanto do teste agudo quanto crénico
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ABSTRACT

Atrazine is a herbicide that has physical-chemical characteristics that increase the
chance of reaching groundwater. Among the most commercially available active ingredients in
Brazil, atrazine ranked 3rd in the ranking in 2013 and is considered very toxic to aquatic
organisms. Aims of this research was to evaluate the toxicological effect of atrazine on the
retina of Colossoma macropomum fingerlings. Acute toxicity tests (5, 15, 30, 45 and 60 mg/L)
were performed using the Trimmed Spearman-Karber method. In the chronic tests, the
fingerlings were exposed to the following concentrations: 0.85, 4.2, 8.3 and 16.5 mg/L, and the
retinal samples were then submitted to histological analysis and stained by the HE method. The
LCs096h of atrazine for tambaqui fingerlings was 27.78 mg/L, with a lower limit of 22.49 mg/L
and an upper limit of 34.22 mg/L, and the CENO concentration was 5 mg/L and the CEO was
the concentration of 15 mg/L. In the chronic test, the morphological parameters of the cellular
layers of the retina of the fingerlings were evaluated, which did not suffer any alterations
between treatments. On the other hand, the literature points to the neurotoxic consequences of
the exposure of fish species to acute and / or subacute concentrations of atrazine. We can base
this assertion on the reported toxicity findings that bear references of behavioral changes by its
authors, verified against the different concentrations of this compound, such as deviations from
standard behaviors described as: irregular swimming, lethargy, accelerated water surface
respiration, which were also observed during the present study. In addition, the results of water
samples analyzed did not show sharp changes in values between treatments, both acute and

chronic.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacio mundial afeta consequentemente a produgdo agricola,
responsavel pela principal fonte de obtencdo de alimentos. Essa producao cresce, ao longo dos
anos, especialmente em decorréncia do uso demasiado de produtos quimicos, os quais podem
se mostrar extremamente danosos tanto ao meio ambiente fisico quanto aos organismos
diretamente afetados.

O processo da produgao agricola tradicional passou por mudancas drésticas durante a
Revolugdo Verde, tendo em vista a producdo extensiva de commodities agricolas, novas
tecnologias foram inseridas, envolvendo quase em sua maioria, o uso demasiado de substancias
quimicas com a finalidade de controlar doencas e aumentar ainda mais a produtividade (Brasil,
2016).

Ao longo dos anos, surgiram intimeras denominagdes do grupo de substancias quimicas,
utilizadas no controle de pragas (animais e vegetais) e doencas de plantas, entre elas as mais
comuns sdo defensivos agricolas, agrotdxicos ou pesticidas. Por muitos anos, o Brasil se
destacou como campedo do ranking entre os oito maiores consumidores de pesticidas no
mundo. Por outro viés Cassal et al., (2014), afirma que o uso dessas substincias tem se
difundido na agricultura, como uma das atividades base e movimentando a economia no pais
nos ultimos 30 anos.

Em 2009, o Brasil era considerado o maior consumidor mundial de pesticidas. Essa
marca supera um milhdo de toneladas, isso equivale a um consumo médio de 5,2 kg de pesticida
por habitante. Nao obstante, esse titulo traz um modelo superintensivista de cultivo. Tal modelo,
provoca muitos danos, como por exemplo, a polui¢cdo ambiental e intoxicacédo de trabalhadores
e da populacdo residente em areas vizinhas a areas de lavoura. Em geral, tais passivos ocorrem
tanto de forma aguda, com a exposi¢do ocupacional, quanto crbnica, atraves da presenca de
residuos de agrotéxicos em alimentos e no ambiente, geralmente em doses baixas (INCA,
2015).

Paralelo a isso, 0 Dossié da ABRASCO (Carneiro et al., 2015) apresenta dados
comprovando por meio de andlises em 26 estados do Brasil que um ter¢o dos alimentos
consumidos cotidianamente esta contaminado por pesticidas, gerando assim uma preocupacao
alarmante para a saude publica do pais.

Portanto, a avaliacdo do potencial risco ao meio ambiente ocasionado pelo uso de

venenos agricolas é uma importante etapa no processo de registro de agrotdxicos em varios



paises, considerando que os pesticidas sdo produtos estaveis e sintetizados para gerar danos aos
organismos Vvivos considerados alvos (pragas e causadores de doengas). Estas substancias séo
lancadas amplamente no meio ambiente (Rebelo e Caldas, 2014). Essa pratica pode causar
riscos ecoldgicos graves em diferentes instancias.

O comportamento de um pesticida ap6s a aplicacdo no meio ambiente é determinado
por varios processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos, ja o destino dessas
substancias no ambiente é conduzido por processos de retencdo, transformacéo, transporte,
além das interacdes desses processos (Spadotto et al., 2010).

Diante isso, surgiu a preocupacdo em avaliar os diferentes impactos causados pelos
pesticidas, principalmente no meio ambiente. No Brasil, as analises de toxicidade ja s&o
exigidas por leis ambientais, que s6 se tornaram vigentes apds décadas de propagacao
demasiada de pesticidas no meio ambiente (Costa et al., 2008).

Dessa forma, a ecotoxicologia surgiu como uma ferramenta que busca avaliar o impacto
desses produtos no ambiente e aos organismos ali inseridos, tanto pelas suas mudancas de
comportamento, quanto por meio dos efeitos gerados a partir da influéncia desses compostos
toxicos aos seus Orgdos vitais, que sdo avaliados através de técnicas especificas usando

marcadores ou biomarcadores que apresentam melhores resultados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pesticidas e os Ambientes Aquaticos

Internacionalmente os produtos sao intitulados como pesticidas, sdo mantidos
principalmente pela industria quimica e refor¢ando o carater positivo do termo como um
produto que mata somente as pestes das lavouras (Peres et al., 2003), essa nomenclatura
também ¢ popularmente mais usada.

No Brasil, € a lei n° 7.802, de 1989 que define agrotoxicos e afins, que sdo compostos
por ingredientes ativos (IA), sdo agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que conferem eficacia
aos agrotoxicos e afins (Brasil, 1989). As substancias quimicas toxicas interferem diretamente
na atividade biologica dos seres vivos alvos de controle, dessa forma, o uso desses produtos se
torna diverso devido apresentar multiplos modos de acao contra plantas (herbicidas), insetos
(inseticidas), fungos (fungicidas), entre outros (IBAMA, 2010).

Entre as diferentes classes de pesticidas, os herbicidas sdo compostos por substancias
responsaveis pelo controle quimico das plantas consideradas daninhas as lavouras. Estes
compostos foram eleitos lideres de comercializagdo no Brasil, durante o periodo de 2009 a 2012
(IBAMA, 2010). Esse fato se estendeu até o ano de 2014, quando o pais comercializou
aproximadamente 295.000 toneladas de IA nas Unidades Federativas, entre elas o Para com
4.303,34 toneladas de IA de herbicidas vendidos (IBAMA, 2016).

No Brasil, a comercializag@o de pesticidas variou de US§$ 2 bilhdes para mais de US$7
bilhdes no periodo de 2001 e 2008, obtendo o recorde de US$ 8,5 bilhdes em 2011 (INCA,
2015), esses valores expressivos de investimento podem ser explicados principalmente em
razdo da expansdo da fronteira agricola.

Por outro lado, surgem consequéncias negativas do montante desse investimento. Moura
(2009) alega que as acdes antropogénicas de interferéncia no meio ambiente aumentam as
possibilidades de polui¢do e contaminacao, também sdo as principais causas de prejuizos aos
organismos que ndo sao alvos, mas também podem ser atingidos, inclusive humanos.

Alves Filho (2002) afirma que aproximadamente de 90% dos agrotoxicos pulverizados
no ambiente atingem populagBes de organismos ndo-alvo. J& os ecossistemas aquaticos sdo os
principais corpos receptores de contaminantes, sejam eles langados diretamente, através das

descargas de efluentes, emitidos no ar ou depositados nos solos (Costa ef al., 2008).
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Observando isto, Spadotto et al., (2010) explicam que apds a aplicacdo de um pesticida
varios processos fisico, quimicos, fisico-quimico e bioldgicos definem seu comportamento, ja
o0 destino dos pesticidas na natureza é regido por processos de retencédo (sorc¢ao), transformacéo
(fotolise, hidrolise, oxidacdo-reducéo e degradacdo bioldgica), transporte (deriva, volatilizacao,
lixiviacdo, carreamento superficial), além das interacfes desses processos.

A atuagdo desses processos na natureza pode ser levada em consideracgdo para explicar
fendmenos de contaminacdo, que podem atingir importantes bacias hidrograficas com
proximidade aos locais de despejo de efluentes toxicos. Conforme foi constatado no trabalho
de Rodrigues et al., (2009), que afirmam que as Bacias hidrograficas dos rios Taruma, Sao
Raimundo e Educandos e seus afluentes estdo sendo impactados, devido as influéncias
antropicas.

Apds Rodrigues et al., (2009) realizarem a avaliacdo da toxicidade das aguas destes
ecossistemas, os resultados obtidos no referido trabalho demostraram diferentes niveis de
toxicidades aguda nas amostras, além de variacfes nos parametros fisico-quimicos de qualidade
de agua. Os trabalhos de Gomes (2007) e Neto (2009) apresentam resultados semelhantes de
toxicidade em ambientes aquéticos, estimados através de avaliacbes toxicoldgicas em
microbacias hidrogréficas.

Esses resultados, instigam um alerta para a realizacdo de analises em outras Bacias
Hidrograficas que podem estar contaminadas por diferentes substancias quimicas, em
consequéncia disso, todos os organismos que habitam esses locais também podem ser

potencialmente afetados de alguma forma, assim como a qualidade da agua e a satde humana.

2.2 Vantagens da utilizacdo do monitoramento ecotoxicolédgico

O termo Ecotoxicologia surgiu 1969, durante uma reunido do Committee of the
International Council of Scientific Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés
René Truhaut, que definiu essa ciéncia como a responsavel por estudar os efeitos das
substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populagdes e comunidades
atuantes na biosfera, assim como as interagdes das substancias com o ambiente natural dos
organismos (Magalhdes e Ferrdo Filho, 2008).

Nesse contexto, a ecotoxicologia aquatica avalia os efeitos de substancias quimicas
toxicas sobre organismos representativos do ecossistema aquatico, envolvendo o transporte, a
distribuicdo, a transformacao e o destino final dos contaminantes no ambiente aquatico (Costa

et al., 2008).



A ecotoxicologia compreende uma sequéncia de eventos, a qual ¢ conhecida como
cadeia da causalidade, gerando as informagdes essenciais para determinar os niveis de
contaminantes no ambiente e seus destinos; estimar o grau de periculosidade dos contaminantes
e seus metabolitos para os organismos vivos; indicar niveis maximos permitidos de
contaminantes, ou seja, os padrdes a serem mantidos; diagnosticar e prognosticar a influéncia
dos contaminantes ambientalmente e o efeito das medidas tomadas; controlar a emissdo de
efluentes e avaliar os riscos ecologicos (Kruijf, 1988; Costa et al., 2008).

A ecotoxicologia faz parte das areas especializadas do campo da toxicologia ambiental,
sendo uma temaética de ciéncia ambiental em rapido desenvolvimento, este campo é uma
extensdo natural da toxicologia (Kendall et al., 2001). A toxicologia ambiental avalia as
influéncias na satde e no meio ambiente de substancias tdxicas, que sdo agentes fisico-quimicos
liberados para 0 ambiente geral que podem causar efeitos adversos na saude de organismos
Vvivos, isso inclui humanos, animais e plantas (Yu, 2005).

Ja a toxicologia ¢ a ciéncia responsavel por indagar através de experimentos a
ocorréncia, a natureza, a incidéncia, o mecanismo ¢ os fatores de risco para os efeitos adversos
de substancias toxicas, e tem como principais objetivos identificar os riscos adjuntos a uma
determinada substancia e determinar em quais condi¢des de exposicdo esses riscos sao
induzidos (James, 2000).

Premissas ecotoxicoldgicas sdo consideradas na Resolucdo 430 de 2011 do CONAMA
(Brasil, 2011) se referindo as condi¢des e padrbes de langcamento de efluentes, estabelecendo
que o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos organismos
aquaticos no corpo receptor e que os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de
bioensaios ecotoxicoldgicos padronizados utilizando organismos aquaticos.

Por outro lado, os bioensaios sdo provenientes da toxicologia classica, que foi ajustada
para ser aplicada ao diagndstico ambiental, por serem considerados um complemento da
caracterizacdo fisico-quimica convencional, e dessa forma podem contribuir para avaliacGes
mais precisas, pois somente atraves da analise classica, ndo é possivel obter efeitos observaveis.
Os testes de toxicidade também sdo boas ferramentas para a prever niveis de concentracdo de
compostos toxicos, estendendo essas avaliacbes & area de populagbes, comunidades ou
ecossistemas para a identificacdo de elementos bioldgicos em risco (Ronco et al., 2004).

O estudo avancado da toxicologia ambiental leva ao desenvolvimento de novas técnicas
de monitoramento, atendendo a sociedade de muitas maneiras, vantajosas nao s6 para proteger
os seres humanos e o meio ambiente dos efeitos deletérios dos toxicos, mas também para

facilitar o incremento de novos téxicos mais seletivos, como farmacos anticancerigenos e outras



drogas clinicas e pesticidas (Hodgson, 2004).

2.3 Toxicidade e avaliacédo de risco ambiental

Toxicidade é a capacidade inerente e potencial do agente toxico de provocar efeitos
deletérios em organismos vivos, nesse caso, quanto maior a concentra¢do do agente toxico ao
nivel do sitio de acdo, maior é o efeito nocivo (tecido alvo). Atrelado a esta premissa, esta o
conceito de risco toxico, sendo este, definido como a probabilidade existente para que uma
substancia produza um efeito adverso previsivel, em determinadas condi¢des especificas de uso
(Ruppenthal, 2013).

Spadotto (2006) alega que quanto maior a exposicdo de organismos (ou de nichos
ecoldgicos) e o perigo intrinseco dos efeitos de cada agrotoxico, maior € a possibilidade de um
dano ocorrer. O Dossi¢ da ABRASCO (Carneiro et al., 2015) aponta que o modelo de produgao
dependente quimico de agrotdxicos adotado pelo Brasil cria territorios com situagdes de
vulnerabilidades ambientais e sociais. Dentre os impactos associados a produgdao do
agronegocio se destacam as polui¢fes e/ou contaminacGes de solo e recursos hidricos, e as
intoxicacBes agudas e cronicas relacionadas a aplicacdo de agrotoxicos.

Os testes ou bioensaios de toxicidade sdo ferramentas da area da Ecotoxicologia
fundamentais para os estudos de avaliagcdo ambiental, principalmente no que diz respeito a
poluicdo e contaminacdo, utilizados integrando dados bioldgicos, quimicos e fisico-quimicos
do ambiente. Essa ferramenta constitui grande importancia, pois os estudos ja existentes sdo
limitados tomando como base evidéncias puramente quimicas, das quais destacam-se: a elevada
variedade de substancias presentes em efluentes liquidos; baixa capacidade de detecgdo
analitica; as interferéncias pelos fendmenos quimicos de antagonismo e sinergismo, que
dificultam sobretudo no processo de interpretagdo de resultados (Rodrigues et al., 2009).

Brentano (2006) afirma que os testes toxicoldgicos sdo considerados bons instrumentos
para auxiliar nas decisdes que visam a preservacao da biota aquatica, permitindo uma avaliagdo
bastante segura do potencial toxico de substidncias em meios contaminados e os riscos causados
por estas no meio ambiente. J4 os bioensaios diferem principalmente quanto ao tempo de
exposicao do organismo-teste ao agente ou substincia a ser testado, dessa forma podem ser
agudos ou cronicos (Mariani, 2014).

Os testes de toxicidade aguda sdo experimentos de curta duragdo que permitem
respostas rapidas na estimativa dos efeitos toxicos letais de substancias sobre organismos

testados, seu objetivo é estimar a dose ou Concentracdo Letal média (CLso) (Lombardi, 2016),



que é definida quando um agente toxico é capaz de causar a mortalidade de metade dos
organismos-teste ou populacdo, em um periodo de tempo relativamente curto de exposicdo
(Ferreira, 2003).

Em contrapartida, os testes cronicos sdo realizados por um periodo que pode abranger
parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste, permitindo avaliar os possiveis efeitos sob
condigdes de exposicOes prolongadas a concentracdes que possibilitam a sobrevivéncia dos
organismos, mas que afetam suas funcdes biologicas (Costa et al., 2008).

No entanto, vale ressaltar a dificuldade de controlar todos os parametros que podem
influenciar um ambiente aquético, devido sua complexidade ecoldgica e diversos agentes
influentes no ambiente. Nesse caso, os testes de toxicidade referentes a ambientes aquaticos séo
realizados de forma mais criteriosa em laboratério, onde é possivel conhecer as interacdes
sinérgicas ou antagdnicas das substancias, sem a influéncia de agentes exdgenos que podem ser
facilmente encontrados no meio ambiente natural (Ferreira, 2003).

Esses experimentos permitem reproduzir como as interacoes e efeitos ocorrem em um
ambiente natural, de forma mais segura e controlada. Para isso deve-se cercar de todas as
informacBes importantes entre 0s envolvidos, observando, por exemplo, a fisiologia e
comportamento dos organismos teste e 0 modo de acdo da substéncia utilizada, no decorrer de
todo o bioensaio.

2.4 O Herbicida atrazina e seu modo de a¢do no ambiente

A atrazina (6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) € um herbicida
seletivo, do grupo quimico das triazinas, pode ser usado em pré e pds-emergéncia, no controle
de plantas daninhas que infestam principalmente a cultura de milho, mas também pode ser
utilizada em culturas de cana de agtlicar e soja (ADAPAR, 2016).

O ingrediente ativo atrazina ¢ absorvido pelas plantas através das raizes (apds a
germinagdo) e se desloca, via xilema, até as folhas, onde provoca a inibicdo da fotossintese,
cujos sintomas se manifestam através da clorose, necrose e morte das plantas infestantes. Em
caso de necessidade de aplicagdo do produto, a substincia ¢ absorvida pelas folhas, onde penetra
rapidamente, neste caso, atua por contato e praticamente ndo sofre nenhuma movimentagao
(Extrapratica, 2007; Oliveira Jr, 2011).

A atrazina, possui baixa pressdo de vapor (3,9 x 107°) e solubilidade em agua de 33 mg/L
(Dores e De-Lamonica-Freire, 2001), considerando somente os valores tabelados, esse

herbicida possuem grande potencial de lixiviacdo caracterizando a sua capacidade de



contaminagdo das &guas subterraneas e superficiais. Seu fator de bioacumulacdo em peixes é
relativamente baixo (0,3 e 2), além de possuir persisténcia ambiental, justificando assim a
preocupacdo quanto a sua toxicidade cronica e bioacumulacdo no ambiente (Carmo et al.,
2013).

A atrazina, possui caracteristicas que aumentam a probabilidade de atingir as &guas
subterraneas, pois apresentam elevada solubilidade em &gua, baixa adsor¢do a matéria organica
do solo, meia-vida no solo relativamente alta (Dores e De-Lamonica-Freire, 2001).

O indice pluviométrico, a temperatura e as caracteristicas do solo, devem ser também
consideradas como fatores importantes para as condi¢des de aplicacdo, contribuindo em
conjunto com as propriedades fisicas e quimicas para aumentar o potencial inerente da atrazina,
causando a contaminac¢do das 4guas subterraneas ou superficiais (Canuto ef al., 2010).

Entre os IA's mais comercializados no Brasil a atrazina se destacou na 7* posi¢ao no
ranking, com 10.133,80 toneladas comercializadas em 2009 (IBAMA, 2013), saltando para 3?
posicao (Figura 1) com 28.394,91 toneladas consumidas em 2013 (IBAMA, 2014). Entre as
Unidades Federativas, o Para adquiriu 60,16 toneladas desse IA que foram comercializados no

Estado em 2014 (IBAMA, 2016).
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Figura 1 - Comercializa¢do de Atrazina no Brasil entre 2010 e 2014. Fonte: IBAMA, 2014.

Essas estimativas permitem observar que a quantidade de atrazina comercializada no
pais quase triplicou em quatro anos. Em consequéncia, aumentou também a preocupagdo das
entidades de prote¢ao ambiental devido seu potencial de periculosidade aos organismos e seus
respectivos ambientes de interacao.

Esse ingrediente ativo, ¢ um composto polar e sua solubilidade em 4gua ¢ praticamente
independente do pH da solucdo (Javaroni et al., 1998). Na avaliagdo de Potencial de

Periculosidade Ambiental os produtos a base de atrazina se enquadram na Classe III, ¢



considerada altamente persistente, altamente toxica para aves e abelhas e muito toxica para
organismos aquaticos (IBAMA, 2010).

Os herbicidas como a atrazina, podem sofrer modificacdes de natureza quimica, fisica
e bioldgica no solo, se tratando de sistema bastante divergente (Javaroni et al., 1998). A atrazina
é um frequente agente contaminante de aguas subterréneas, geralmente devido sua aplicacao
em larga escala, mutabilidade e resisténcia (Hunter e Shaner, 2010). No trabalho de Barriuso et
al., (1996) os autores afirmam que aproximadamente 20% das quantidades dos agrotdxicos
usados para o controle quimico de plantas daninhas, podem alcancar as aguas superficiais.

Esse episodio, pode ser corroborado usando, como exemplo, o trabalho de Bertoluzzi et
al., (2006), que identificou a contaminagdo por atrazina em todas as amostras de aguas
superficiais, coletadas ao longo da microbacia hidrogréafica estudada em diferentes periodos do
ano. Os autores afirmam que a transferéncia de moléculas de agrotoxicos dos ecossistemas
terrestres para 0s aquaticos € constante, pois € comum o desenvolvimento de atividades
agricolas na regido, juntamente com o incremento significativo do herbicida.

A USEPA (2017) analisa também a atrazina como possivel substancia carcinogénica,
considerando que tem atividade enddcrina, entretanto, a associacao segura entre a exposicao
por atrazina e certos tipos de cancer é de dificil alcance (Carmo et al., 2013).

De forma geral, ao analisar o modo de ac¢do da atrazina, se mostra uma substancia
quimica muito perigosa em diferentes instancias tanto para a saide do ambiente, quanto para a
salde humana. No entanto, mesmo com seu alto indice de periculosidade, ainda sdo poucos 0s
estudos com bioensaios realizados utilizando esse composto e diferentes organismos aquaticos,

que sdo os principais atingidos.

2.5 Toxicidade do herbicida atrazina em organismos aquaticos

A partir do momento em que um solo estiver contaminado por qualquer 1A, a chuva
pode transporta-lo através das suas aguas essa contaminacdo para rios, acudes e lagos,
ampliando o risco ndo so6 para populagdes locais, como também aos individuos que necessitam
dessa agua para sua sobrevivéncia, como 0s animais e o proprio homem (Chaim e Valarini,
2006).

Alguns trabalhos apresentam resultados que comprovam os efeitos deletérios de atrazina
aos organismos que habitam os ambientes aquaticos contaminados pelo pesticida, através de

experimentos de toxicidade. Entre eles podemos observar o trabalho de Zupan e Kalafatic
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(2003) que buscou estudar os efeitos de baixas concentragcfes de atrazina em mexilhdes Zebra
(Dreissena polymorpha), e avaliou os efeitos do pesticida sobre o hepatopancreas da espécie.

O estudo de Quaranta et al., (2009) comparou as taxas de absorcao de atrazina e outros
pesticidas através da pele, entre os anfibios e os mamiferos, durante um periodo de exposicao,
buscando evidéncias de sensibilidade a ameacas ambientais de contaminacgéo desse agrotoxico.
Além disso, Hayes et al., (2011) afirmaram em seu estudo que a atrazina é um contaminante
disruptor enddcrino em peixes teledsteos, anfibios e repteis.

He et al., (2012) avaliaram a toxicidade aguda de atrazina e butaclor para a alga verde
de &gua doce Scenedesmus obliquus e claddceros Daphnia carinata. O trabalho de Moreira et
al., (2013) também afirma que a espécie de claddcero Moina minuta apresenta bastante
sensibilidade em teste de toxicidade com atrazina.

O estudo de Rutkoski et al., (2016), avaliou a toxicidade aguda e crénica do herbicida
atrazina, na fase embrionéaria e larval de Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae)
procurando identificar a CLso no teste agudo e para verificar o potencial teratogénico e
neurotoxico do herbicida no teste crénico.

Analisando de modo geral, por meio desses trabalhos é possivel constatar que a atrazina
pode ser um potencial contaminante para diversos grupos de organismo aquaticos, atingindo
orgdos e sistemas diferenciados, portanto, pode induzir a mortalidade e perda de funcGes
importantes desses animais, alterando assim toda estrutura e fungdo de um ecossistema atingido

pela contaminacao.

2.6 Toxicidade da atrazina em peixes de agua doce

Visualizando os ambientes aquaticos como principais receptores de contaminantes da
agricultura, pode-se considerar a hipdtese de que 0s peixes, como grandes grupos, Sdo 0S
principais atingidos pela toxicidade de contaminantes. Na ultima década foi possivel ter acesso
a alguns trabalhos com testes de toxicidade realizados com organismos aquaticos,
principalmente peixes, e atrazina.

Em um desses trabalhos, Moron et al., (2006) buscaram analisar alteracbes nas
frequéncias de micronucleos e distirbios na regulacéo idnica relacionados ao efeito direto do
tecido branquial de pacu (Piaractus Mesopotamicus) exposto ao herbicida atrazina.

Além desse, o trabalho de Chapadense et al., (2009) teve como objetivo investigar a
toxicidade da atrazina com a espécie tambaqui (Colossoma macropomum), 0s autores também

observaram namero de micronucleo e eritrocitos durante a exposicdo dos peixes. Os autores
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avaliaram os efeitos do pesticida atrazina em peixes neotropicais, com grande valor ecolégico
e econdmico na regido amazonica, considerando que sdo espécies bastante consumidas no
mercado, seus resultados tornam-se relevantes.

Dong et al., (2009) também realizou bioensaios de exposicdo de atrazina em zebrafish
(Danio rerio). Tillit et al., (2010) observaram efeitos neuroenddcrinos em peixes (Pimephales
promelas) provocados pela atrazina. A pesquisa de Xing et al., (2012), observou os efeitos de
atrazina sobre as células de Purkinje em carpas (Cyprinus carpio). Os resultados desses
trabalhos confirmam a atrazina como um forte disruptor enddcrino nas espécies avaliadas, dessa
forma, torna-se importante avaliar esses efeitos também em peixes neotropicais

Paulino et al., (2012) apresentaram em seus resultados a avaliagdo do estresse oxidativo
nas branquias da espécie Prochlodus lineatus através da exposicdo primaria da atrazina. Ainda
nesse contexto, a toxicidade da atrazina também pode exercer influéncias peculiares em peixes
ornamentais, como foi demonstrado no estudo de Shenoy (2012), que avaliou a exposi¢cdo em
Guppies machos (Pecilia reticulata) observando o pesticida como poluente e alteragcdes de
comportamentos sexuais da espécie.

Considerando que a exposicdo a atrazina pode causar esse tipo de comportamento em
outras espécies de peixes, isso se tornar um fator probleméatico ecologicamente, pois desse
modo, pode afetar a reproducdo de outras espécies atingidas pelo pesticida.

Ja Castro et al., (2013) teve como objetivo testar a toxicidade da atrazina e seus
respectivos efeitos (sanguineos e teciduais) para a espécie lambari (Astyanax sp), comparando
sua resisténcia a toxicidade do pesticida entre a tilapia (Tilapia mossambicus) e o tambaqui.

Nos estudos realizados, exemplares da espécie tambaqui t€ém se mostrado bons modelos
de organismos-teste e bastante utilizados em testes de toxicidade. Menezes (2005), Moura
(2009) e Souza (2014) realizaram testes de toxicidade com tambaqui, e afirmam que a espécie
demonstra ser um bom modelo de organismo experimental, pois apresentam boas respostas aos
testes de toxicidade e pode ser usado como um bioindicador de contaminagdo ambiental por
substancias xenobioticas.

Sanchez e Galan et al., (1999) determinaram os critérios para utilizagdo de tambaqui em
testes de genotoxicidade e afirmam que a espécie possui as caracteristicas ideias: tem ampla
distribuicao geografica, a resposta a diversos tipos de estressantes € conhecida, demonstra ter
sensibilidade a uma vasta gama de xenobiontes, apresenta facil manuseio, manutengdo em

laboratorio e aquisi¢ao de alevinos.
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No entanto, o conhecimento que se tem sobre 0 comportamento de atrazina como agente
contaminante em ecossistemas aquéticos tropicais e seus efeitos na biota neotropicais, nao é
ainda bem conhecido, 0 que sugere a investigacdo deste composto e sobre sua exposicao e.

O surgimento de estudos com biomarcadores associados aos testes de toxicidade
auxiliam em anélises mais consistentes, sobre a atuacdo de algum estressor quimico que possa
gerar consequentes danos em processos fisiolégicos comuns dos organismos, como por
exemplo, a neurotransmissao, desintoxicacdo, respiracdo ou a resposta anti-oxidante (Oliveira,
2014). Essa ferramenta experimental, pode ser um &timo complemento para resultados

ecotoxicologicos.

2.7 Marcadores de exposicao e efeito

A biota aquéatica sofre constante exposicdo de contaminantes toxicos langados no
ambiente. Deste modo, a interagdo gerada com 0s organismos Vivos causa alteracOes
bioquimicas, celulares, histologicas, fisiolégicas ou comportamentais nas espécies, e podem
afetar ndo sé as populacbes, como todo um ecossistema atraves das consequéncias adquiridas,
dependendo do periodo dessa exposicdo e do seu grau de contaminacdo (Jesus e Carvalho,
2008).

Silva (2012) afirma em seu trabalho que no monitoramento ambiental de pesticidas é
possivel utilizar diversas técnicas associadas aos organismos aquaticos como bioindicadores.
Em ambientes aquaticos, as plantas, algas, crustaceos, moluscos, mamiferos, peixes, insetos,
aves, etc., sdo considerados bioindicadores.

Os organismos topo de cadeia sdo mais utilizados como referéncia, pois estdo
diretamente relacionados aos niveis inferiores e dessa forma podem indicar respostas de efeitos
crbnicos, acumulativos, persistentes, além de efeitos diretos no individuo, portanto sdo mais
utilizados em estudos de avaliagédo de risco (Lins et al., 2010).

A definicdo de biomarcadores foi primeiramente discutida por Livingstone (1993),
posteriormente atualizada por Decaprio (1997), e Kendall et al., (2001) afirma que a Academia
Nacional de Ciéncias conceitua como um biomarcador a alteracdo induzida xenobioticamente
em componentes ou processos, estruturas ou fungdes celulares ou bioquimicas que séo
mensuraveis em um sistema ou amostra biologica.

De acordo com Nordberg (2010), os biomarcadores podem ser classificados em trés
categorias: biomarcadores de exposicdo, de efeitos e de susceptibilidade. Além disso, nas

literaturas encontram-se outras propostas de classificagdes que incluem os biomarcadores de
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neurotoxicidade (Peakall, 1992), de stress oxidativo (Livingstone, 2001), de genotoxicidade,
enddcrinos, histologicos, entre outros (Martins, 2013).

Os biomarcadores de exposi¢do sdo mais sensiveis e precisos para compostos toxicos,
pois através deles é possivel verificar as alteracdes que podem ser medidas e apresentam
evidéncias da exposi¢do de um organismo a um poluente, como por exemplo, os pardmetros
bioquimicos testados em peixes, visando obter respostas as substancias toxicas. J& 0s
biomarcadores de efeito ndo sdo tdo especificos quando relacionados aos estressores, poréem
caracterizam a ocorréncia de uma alteracdo que pode ser reversivel logo que o estressor pare de
atuar no organismo (Jesus e Carvalho, 2008).

A inibicdo da colinesterase do cérebro por inseticidas organofosforados ou carbamatos,
inducdo de 4&cido delta aminolevulinico sintetase e inibicdo da desidratase de acido
aminolevulinico por chumbo e outros metais, sdo exemplos de marcadores de efeitos citados
por Kendall et al., (2001). Esses biomarcadores podem ser mensurados através da histologia,
que é considerada por Lins et al., (2010) uma ferramenta sensivel para diagndésticos de efeitos

toxicos diretos e indiretos que atingem 0s organismos.

2.8 Biomarcadores morfol6gicos

As técnicas de analises de biomarcadores em peixes sdo utilizadas em programas de
monitoramento ambiental para estimativas de deterioracéo dos ecossistemas aquaticos (Ventura
et al., 2015). Em alguns trabalhos é possivel encontrar dados que comprovam a eficiéncia do
uso de diferentes marcadores associados a bioensaios de toxicidade de pesticidas e peixes.

A literatura internacional é bastante farta quanto ao uso de biomarcadores frente a
exposicdo de peixes e demais organismos aquaticos a pesticidas. De acordo com o banco de
dados do Pesticide info (2018), existem registros dessas pesquisas desde meados da década 60.

No Brasil, Langiano (2006), avaliou as possiveis alteraces provocadas pela exposicao
aguda ao herbicida Roundup em parametros bioquimicos, fisioldgicos e histoldgicos da especie
de peixe neotropical Prochilodus lineatus (curimba). Faria (2009), realizou testes de toxicidade
com o mesmo herbicida para verificar as alteracdes provocadas em células mucosas branquiais
e hepaticas do peixe Poecilia vivipara (barrigudinho). Albinati et al., (2009), também usou esse
herbicida para avaliar branquias, figado e rins como biomarcadores histologicos em ensaio de

toxicidade cronica em Leporinus. macrocephalus (piaugu).
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Os trabalhos desses autores levam a crer que a histologia € uma boa ferramenta para
avaliar esses bioindicadores, atraves dos resultados obtidos, essa técnica se apresenta de forma
bastante satisfatoria para biomarcadores morfoldgicos, como por exemplo, as células.

O estudo de Tagliaferro (2009) usou a histologia para avaliar a toxicidade aguda do
inseticida endosulfan a partir de amostras de figado, branquias e rim de alevinos de (Piaractus
mesopotamicus). Santos (2010), analisou biomarcadores bioquimicos e genéticos para detectar
os efeitos da exposicao de atrazina para Prochilodus lineatus (curimbatd).

Um outro estudo, observou o efeito do herbicida ametrina, através de testes de
toxicidade aguda e crdonica em Oreochromis niloticus (tilapias) e moluscos bivalves de agua
doce (Anodontites trapesialis), usou-se como marcadores biolégicos e de estresse oxidativo
descritores bioquimicos, hematologicos e histopatoldgicos para avaliar o impacto de uma
possivel contaminacdo de agrotdxico sobre peixes e moluscos (Iseki et al., 2012).

J& o objetivo do trabalho de Silva (2012) foi fazer a caracterizacdo fisico-quimica e
cinética da acetilcolinesterase cerebral de individuos da espécie tucunaré (Cichla ocellaris), a
partir dos efeitos de exposi¢do dos organismos aos pesticidas organofosforados e carbamatos,
para fornecer subsidios do uso dessa enzima como bioindicadora de contaminacdo ambiental.

Além desses, o objetivo do estudo de Armiliato (2014) foi avaliar o efeito do glifosato
sobre a organizacao estrutural e ultraestrutural, bem como sobre os parametros bioquimicos de
toxicidade nos ovarios do peixe Danio rerio. Em outro trabalho mais recente, Soares et al.,
(2016) avaliaram os efeitos toxicos agudos e cronicos do pesticida de benzoilureia (lufenuréo)
em branguias e comportamento de C. macropomum (tambaqui).

Ao longo dos anos, observando todos esses trabalhos, é possivel concluir que, 0s
bioindicadores usados respondem de forma especifica em sistemas importantes das espécies
estudadas, confirmando a relevancia da conducdo desses estudos.

Vale ressaltar, entretanto, a necessidade de buscar novos parametros a serem
investigados para esgotar as indagagOes e contribuir para o monitoramento ambiental dos
ecossistemas aquaticos de forma eficiente. Embora a comunidade cientifica internacional seja
pioneira em producdo de resultados, no Brasil as pesquisas estdo em fase de ascensdo nos

altimos anos.
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2.9 Aspectos da morfologia do olho de teledsteos de &gua doce

Os olhos dos peixes sdo constituidos por importantes caracteristicas e estruturas que
formam o sistema visual. A captura de informacdo visual permite que possam fugir de
predadores, buscar alimentos, migrar e se reproduzir, e assim contribuem no desenvolvimento
das espécies.

Entre essas caracteristicas, esta 0 campo visual, Ramel (2018) afirma que um peixe pode
ver um movimento no maximo em 50 metros, em ambientes turvos, essa distancia pode
diminuir para centimetros. Apesar disso, no que diz respeito ao campo de visdo monocular
(Figura 2), dos peixes sdo maiores (165°) que os humanos (154°), entretanto, sua visdo binocular
é relativamente menor (12°).

Visao
monocular

Visao
binocular

Visao
monocular

Figura 2: Campos de viséo de peixes tele6steos. Fonte: Ramel (2018) (adaptado).

O olho (Figura 3) € o 6rgéo responsavel pela captacdo da informacdo luminosa/visual e
transforma-la em impulsos a serem decodificados no cortex visual (Ramos, 2006).
Basicamente, a estrutura do olho de peixes teledsteos é formada por: esclera, coroide, Tapetum
Lucidum, iris, cornea, humor aquoso, lente, ligamento, humor vitreo, processo falciforme,

musculo, camada de pigmento, retina e nervo 6tico (Ramel, 2018).
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Representagao diagramatica do olho de um peixe Teleosteo

Esclera

Tapetum iris

Cordide Lucidum

Cornea
Retina

Humor
Vitreo
Humor

Aquoso
Processo a

> Falciforme .
Musculo £

Pele
pigmento -

Figura 3: Representag@o das estruturas do olho de peixes teledsteos. Fonte: Ramel, (2018) (adaptado).

Vaérias dessas estruturas que constituem os olhos dos teledsteos sdo comuns aos
vertebrados, com isso, pode-se inferir que o sistema visual dos peixes sdao bons modelos de
estudos toxicoldgicos e oftalmoldgicos comparativos.

Ravneet et al., (2009) afirmam que apesar da existéncia de literaturas que comprovam
as evidéncias de toxicidade por pesticidas envolvendo mdultiplos tecidos, o sistema visual dos
peixes nunca foi investigado particularmente da perspectiva toxicoldgica. Portanto, esse fator
justificou, o objetivo da pesquisa desses autores, que estudaram o efeito do pesticida
organofosforado Monocrotofos na lente de peixes (Cyprinus carpio) de piscicultura.

Vale ressaltar a importancia desse tipo de analise, também em outras partes do sistema
visual dos peixes, que estdo diretamente expostos a contaminantes no ambiente aquatico, e
assim conseguir aperfeicoar modelos de estudo comparativos a outros animais, e até mesmo

humanos, contribuindo também para 0 monitoramento ambiental.

2.9.1 Retina
Dentre as estruturas do olho, a retina € a camada sensivel a luz do olho, (Ramel, 2018),

estrutura mais interna composta de fotorreceptores e células nervosas, uma expansao periférica
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do sistema nervoso central que recobre 2/3 da porcao interna do globo ocular (Nishida, 2012).
A retina é responsavel pela visdo de campo (Faria e Sousa, 1997). Essa membrana preenche a
parede interna em volta do olho, a luz focalizada pelo cristalino é recebida por dois tipos de
receptores, 0s bastonetes (+ ou -120 milhGes) e cones (+ ou — 7 milhdes), que se localizados em
torno da févea (Ramos, 2006).

As células da retina estdo organizadas em camadas (Figura 4), e sdo designadas com
relagdo ao epitélio pigmentar. Desse modo, a mais interna ¢ a camada dos seguimentos externos
dos fotorreceptores contendo os elementos sensiveis a luz, os fotorreceptores. A camada
posterior ¢ chamada de camada nuclear externa contendo os corpos celulares dos
fotorreceptores. Em seguida encontra-se a camada plexiforme externa, onde os fotorreceptores
estabelecem contatos sindpticos com as células bipolares e horizontais. Logo apos, estd a
camada nuclear interna, contendo os corpos celulares das células bipolares, horizontais e
amacrinas. A seguir esta a camada plexiforme interna, a qual ¢ estabelecido os contatos

sinapticos entre as células bipolares, amacrinas e ganglionares, e por ultimo a camada de células

ganglionares (Bear ef al., 2002).

1 S50pm

Figura 4: Corte histolégico demonstrando a organizacdo celular laminar da retina de tambaqui: Camada de
Fotorreceptores (CF), Camada de Segmentos Externos dos Fotorreceptores (CSEF), Camada de Segmentos
Internos dos Fotorreceptores (CSIF), Camada Nuclear Externa (CNE), Camada Plexiforme Externa (CPE),
Camada Nuclear Interna (CNI), Camada Plexiforme Interna (CPI), Camada de Células Ganglionares (CCG) e
Camada de Fibras Nervosas (CFN). Escala: 50 micrometros. Fonte: Sousa (2014).

Ramos (2006) explica que a luz atravessa os meios transparentes do olho e chega a
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retina, esta entdo ¢ convertida em impulsos elétricos e através dos nervos oticos siao levados ao
cortex occipital, onde os impulsos sdo decodificados em formato de uma impressao visual. Cada
olho oferece imagem de um angulo diferente, o cérebro recebe duas imagens discretamente
dispares que geram um efeito tridimensional quando se une na impressao visual inica. O autor
afirma ainda em seu estudo, que esse fendmeno s6 ¢ possivel em virtude da mistura de
informacdes das duas retinas, promovidas pelo cruzamento das fibras dos nervos opticos.

Nesse contexto, a visao ¢ um sentido de grande importancia para os peixes € o sistema
optico ¢ um fator determinante na sua capacidade visual. Além disso, Raymond (1995) alega
que a retina de peixes, especificamente de teledsteos, demonstra bom modelo padrdo para
estudos do sistema visual, devido seu crescimento durante toda a vida, € uma série de
especializa¢des comuns a todos os vertebrados.

Baseado nisso, pode-se considerar que a retina ¢ um importante biomarcador em estudos
realizados com experimentos de toxicidade, considerando que o olho ¢ um 6rgio de contato
direto com o ambiente aquatico contaminado, € pode assim apresentar bons resultados.

A relevancia de estudos desse aspecto ¢ fundamental para a compreensao avangada dos
processos que ocorrem na visao associados ao sistema nervoso central. Cuenca (2015) afirma
que a retina ¢ um modelo bem apropriado para analisar o funcionamento do cérebro, pois esta
associado a este o0rgao e faz parte do sistema nervoso central.

No entanto, vale ressaltar que dada a sofisticagdo desses sistemas, os trabalhos
relacionados a esse campo da fisiologia, principalmente de peixes, sdo pouco explorados devido
a alta diversidade de espécies, isto implica na consequente complexidade ecoldgica, o que por
sua vez, pode dificultar a compreensao funcional e padronizada da visdo dos teledsteos.

Considerando o potencial risco de contaminacdo dos ambientes aquaticos, torna-se
fundamental realizar avaliagdes para determinar os efeitos de influéncia de substancias
quimicas. Tais substancias podem afetar sistemas importantes dos organismos, como a visao e
consequentemente o sistema nervoso central

Desse modo, a realizacdo de testes de toxicidade com pesticidas associados a boas
técnicas de andlise de biomarcadores, como a retina, pode ser uma boa ferramenta para

avaliagOes de contaminagao nesses ambientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito toxicoldgico de Atrazina na retina de alevinos de Colossoma macropomum

(Cuvier, 1818).

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a toxicidade aguda de atrazina para alevinos de Colossoma Macropomum;

- Definir a menor concentragdo de atrazina que causa mortalidade dos alevinos (CEO);

- Verificar a maior concentragdo de atrazina que nao causa mortalidade dos alevinos (CENO);

- Verificar o efeito da atrazina sobre a morfologia das camadas da retina dos alevinos sob

exposi¢ao cronica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bioensaios de Toxicidade

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Quimica Aplicada a Toxicologia,
Saneamento Ambiental e Recursos Hidricos, vinculado ao Instituto de Ciéncias e Tecnologia
das Aguas, situado no Campus de Santarém da Universidade Federal do Oeste do Para —

UFOPA.

4.2 Organismos teste - Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) — Tambaqui

O tambaqui (Figura 5) foi registrado taxonomicamente como Colossoma macropomum,
pelo paleontdlogo e anatomista comparativo Bardo George Von Cuvier, em 1818 (Carvalho,
2007), a espécie pertence a familia Characidae e subfamilia Serrasalminae (Lima e Goulding,
1998), ¢ utilizado para criacdo em larga escala e distribuido amplamente na Bacia Amazonica
(Tavares-Dias et al., 1999), onde ¢ considerado o segundo maior peixe (apds Arapaima gigas,
Osteoglossidae), podendo medir um metro de comprimento total e 30 kg de peso (Goulding e
Carvalho, 1982).

Figura 5: Espécie Colossoma macropomum — Tambaqui

A espécie ¢ um teledsteo migrador de agua doce (Aratjo-Lima e Gomes, 2010) que se

aproveita do periodo de florestas alagadas para se alimentar principalmente de frutos e sementes
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(Claro-Jr et al., 2004). Souza e Barrella (2009) alegam que peixes como o tambaqui, com
cabega grande, boca larga e olhos laterais possuem caracteristicas de espécies predadoras.

Essa posicdo na cadeia trofica pode ser associada as condicdes visuais, tornando os
peixes mais preparados para sobreviver em seus habitats devido a capacidade visual, que
favorece o desenvolvimento de larvas tanto na obtencdo de alimentos quanto na fuga de outros
predadores (Mckellep, 2009; Sousa, 2014).

4.3 Aclimatacéao

Para execucdo dos testes foram adquiridos lotes homogéneos de alevinos da espécie
Colossoma macropomum (tambaqui), procedidos de pisciculturas locais, e aclimatados em
tanques de polipropileno de 0,5m?® e volume (til de 0,3m? por um periodo de trés dias.

Os tanques de aclimatacdo foram previamente lavados e desinfetados com detergente
neutro para entdo receberem agua, dotados de sistema de aeragdo com um soprador de ar, a fim
de garantir niveis de oxigénio >5mg/L.

A 4gua utilizada tanto para aclimatacdo quanto para os testes era de fonte subterranea e
seus parametros fisico quimicos (alcalinidade e dureza total, condutividade elétrica, pH,
oxigénio dissolvido e temperatura), foram ajustados para melhor desempenho dos testes.

Os lotes de peixes foram submetidos a tratamento higiénico-sanitério, e alimentados, de
acordo com 3% da biomassa estocada, com racdo peletizada e extrusada com 36% de teor
proteico durante todo o periodo de aclimatacao. A alimentacdo foi fornecida duas vezes ao dia,
em uma porcao correspondente a 3% da biomassa estocada. Os tanques foram sifonados para
retirada de dejetos e residuos alimentares ndo aproveitados diariamente. Estes procedimentos
objetivam um 6timo desempenho fisioldgico dos animais a serem submetidos aos testes de
sensibilidade e toxicidade aguda (CLso 96h).

4.4 Teste Com Substancia Referéncia — Dicromato De Potassio

O teste com substancia referéncia foi realizado com a finalidade de verificar a
sensibilidade dos organismos-teste que participaram dos experimentos. Os organismos teste
ficaram em exposicdo as concentragfes de 100, 125, 150, 175 e 225mg/L da substancia

Dicromato de Potassio, por um periodo de 96 horas em sistema estatico (Cruz et al., 2008).
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4.5 Atrazina
O composto avaliado neste estudo é um herbicida composto pelo ingrediente ativo
atrazina (Figura 6), suas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 1 a seguir.

O pesticida € registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, indicado para

as lavouras de soja, milho e arroz.

Figura 6: Formula estrutural do ingrediente Ativo atrazina. Fonte: SRC Environmental Health Analysis.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimica do ingrediente ativo atrazina.

Peso Molecular 215,69
Solubilidade em agua 34,7 mg/L (26°C)
Log P (Kow) 2,61
Pressdo de vapor 0,000000289 mm Hg
Constante de Henry 0.00000000236 atm-m3/mol

Fonte: SRC Environmental Health Analysis.

Os volumes necessarios para a composicao das concentracdes finais do composto foram
pipetados da solucdo estoque, anteriormente preparada, e adicionados aos aquarios, sem a
presenca dos organismos-teste, procedendo-se em seguida a agitacdo mecanica da mistura para

uma completa homogeneizagdo do meio.
4.6 Teste preliminar de toxicidade
Os testes preliminares tiveram como objetivo identificar as concentragOes ideais para a

conducdo do teste definitivo, dessa maneira, foram realizados a fim de determinar com

seguranca o intervalo das concentragcfes que se aproxima da CLso. O teste toxicologico para o
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pesticida eleito neste estudo foi estatico (sem renovacdo da agua), conduzido em recipientes de
3 litros, 0s peixes estocados respeitaram proximidade a relagédo biomassa/volume de 1:1 e todos
0S organismos testes eram alevinos.

Durante os bioensaios os organismos foram induzidos a cinco concentrac@es diferentes,
sem repeticdes, mais um controle negativo por um periodo de 96 horas, até que foi possivel
determinar a menor concentragdo que causou 100% de mortalidade e a maior dentre as quais
ndo ocasionou mortalidade alguma, todos os recipientes foram cobertos com plastico filme,

receberdo aeracdo forcada, em temperatura ambiente e fotoperiodo de 12 horas de luz.

4.7 Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da dgua

No teste definitivo, foram determinados os parametros fisico-quimicos (alcalinidade e
dureza total, pH, oxigénio dissolvido e temperatura) de uma amostra de 4gua antes da aplicacdo
da substéncia e do povoamento das unidades teste. A frequéncia de coletas de amostras de agua
para analise consistiu em intervalos de 24 horas.

Os parametros de qualidade de &gua foram monitorados individualmente para cada
unidade teste e suas respectivas repeticdes. As analises de pH foram realizadas por meio de um
potenciébmetro, o oxigénio dissolvido e a temperatura foram determinados por meio de
oximetro. Aa andlises de dureza total foram determinadas por meio de titulometria com o Kit
Teste Hanna Instruments HI 3812, as analises de dureza através do Kit Teste Hanna Instruments
HI 3811 e a amodnia foi mensurada através do Kit teste Hanna Instruments HI 3824. A
concentracdo de amonia total, dureza e alcalinidade total foram mensuras e avaliadas somente
no inicio e ao final do teste.

Ao final dos testes, a dgua contendo substancias potencialmente perigosas ao meio
aquatico foram descartadas no solo, a atrazina possui um tempo médio de 26 dias
aproximadamente na dissipacdo para um solo arenoso (Javaroni et al., 1998) por se tratar de
compostos solUveis consequentemente sua evaporagdo causara menos danos ao ambiente,
levando em consideracdo que ndo ha tratamento de agua contaminada nos locais de realizagdo

dos testes.

4.8 Teste de toxicidade aguda

Os bioensaios de toxicidade aguda foram baseados em adaptacbes da ABNT 15088

(2011), as concentragdes do teste definitivo estabelecidas e validadas nos testes preliminares.
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O experimento foi constituido por cinco concentragdes diferentes (5mg/L, 15 mg/L, 30 mg/L,
45 mg/L e 60 mg/L), com trés repetiches por concentracdo, mais trés unidades controle,

totalizando 18 unidades teste (aquarios) (n=90), durante um periodo de 96 horas.

4.9 Determinacéo da CLso 96h

O intervalo preconizado para as avaliacBes de comportamento (permanéncia no fundo
do aquério, agitacdo, batimento opercular acelerado, presenca na superficie, movimentos
descoordenados) e para as leituras de mortalidade foi arbitrado em 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96
horas, e os valores de CLso baseados na mortalidade cumulativa observada ao final da
exposicdo. Os organismos eram considerados mortos quando ndo apresentaram qualquer
mobilidade natural e ndo responderam a estimulos mecanicos, efetuados com bastdo de vidro
combinado a nenhum movimento opercular (Sprague, 1990).

Os animais mortos foram imediatamente recolhidos com auxilio de pugés, pesados em
balanca semianalitica e mensurados. Ao fim do teste, os animais vivos de todas as
concentracdes e do grupo controle foram anestesiados com Eugenol (0,1%), sacrificados por
seccdo medular, pesados, medidos e identificados. Os testes somente foram aceitos porque a
mortalidade na unidade controle ndo excedeu a 10%.

4.10 Teste de toxicidade cronica

Os alevinos de tambaqui, obtidos das pisciculturas locais, foram encaminhados para
analises histoldgicas, imediatamente apds passarem pelos testes de toxicidade cronica, que sdo
baseados em adaptacBes das normas da ABNT 15499 (2016). As concentracdes do teste
definitivo foram estabelecidas e validadas nos testes preliminares. O experimento foi
constituido por quatro concentragdes sub-letais diferentes, 0,85 (C1), 4,2 (C2), 8,3 (C3) e 16,5
mg/L (C4), cada uma com trés repetices por concentragdo, mais trés unidades controle,
totalizando 15 unidades teste (aquarios) (n=75), durante um periodo de 120 horas. No
laboratério os parametros de qualidade de agua para o experimento foram mensurados e
ajustados sob condi¢des semelhantes ao teste agudo.

Na ocasido, 0s organismos que sobreviveram aos testes foram anestesiados com
Eugenol (0,1%), e eutanasiados através de ruptura da coluna cervical, para entdo ser feita a
extracdo dos olhos com o desprendimento do tecido de sustentagdo e sec¢do do nervo Optico,

com auxilio de uma tesoura de ponta romba, e retirada a calota anterior do olho extraido que
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posteriormente foi fixado em solucdo de Bouin para serem analisados no procedimento

histoldgico.

4.11 Avaliacgao histologica do efeito da atrazina na retina dos alevinos

O processamento histolégico das amostras foi realizado no laboratério de Quimica
Multiusuario da UFOPA — Universidade Federal do Oeste do Para, campus de Santarém-Para.

Os procedimentos foram adaptados de protocolos de Sousa (2014).

4.11.1 Procedimento histoldgico

Primeiramente, o material bioldgico foi desidratado a partir de uma sequéncia de banhos
com 30 minutos de duracdo cada um, em alcool 75%, 80%, 90%, 95% finalizando com um
banho triplo com alcool etilico 1001, 10011 e 1001Il. Apds essa etapa, as amostras foram
diafanizadas com xilol duas vezes para que o material se tornasse translcido, em seguida,
realizados mais dois banhos, com intervalo de uma hora, de parafina liquida em estufa a 60°C.

Cada amostra foi emblocada em parafina para que fosse possivel a realizacdo das
sequéncias de cortes histolégicos perpendiculares em plano coronal com auxilio de micrétomo
no laboratdrio, para observar as camadas da retina.

Na etapa de preparacdo de laminas, as seccOGes de parafina contendo o tecido das
amostras ficaram estendidas em placa quente a 40°C, contendo gelatina diluida para fixacédo
dos cortes sobre as laminas. Por medida de seguranca do material, o procedimento de coloracéo
s0 foi efetuado ap6s dois dias, para evitar que os cortes descolassem.

Para a desparafinizacdo dos tecidos, o material passou pelos tratamentos de imersao, na
respectiva ordem, xilol (duas vezes, por cinco minutos cada), quatro concentracdes
decrescentes diferentes de alcool etilico (trés minutos cada) e agua destilada (trés minutos). Em
seguida, as ldaminas foram coradas a partir da imersdo em hematoxilina durante 50 segundos e
eosina durante 15 segundos.

Posteriormente, realizou-se a desidratagdo das Iaminas pelos tratamentos por imersao
com concentragfes crescentes de alcool etilico e xilol para entdo iniciar o processo de
montagem das laminas, o qual foi aplicado o gotejamento (trés gotas) de verniz vitral Acrilex
sobre a lamina, recobrindo o material com laminula e encaminhado para secagem em

temperatura ambiente por cerca de 24 horas antes de iniciar as analises.
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Para a identificacdo das camadas da retina e analise das amostras histoldgicas, foram
adotados os seguintes parametros: padrao morfoldgico celular, padrdo de organizagdo estrutural

de grupos celulares, padrédo de coloragéo e posicionamento de camadas.

4.12 COMITE DE ETICA

Este projeto de dissertacdo faz parte de um projeto maior intitulado “Determinagdo para
peixes amazonicos da ecotoxicidade e risco de pesticidas utilizados em lavouras de soja” que
foi submetido ao comité de ética de uso de animais da Universidade Federal do Oeste do Para,
protocolado sob 0 nimero n°® 06004-2016, e obteve parecer APROVADO, pois 0 mesmo esta

de acordo com os principios éticos de experimentacao animal avaliados pela comisséo.

4.13 ANALISE DOS RESULTADOS

A CL50 foi determinada através do método de Trimmed Spearman-Karber, com
intervalos de confianga de 95% (Hamilton et al., 1977). Os valores percentuais médios de
mortalidade foram utilizados para as constru¢des de curvas de mortalidades em cada intervalo
de exposigdo ao toxicante, e os dados biométricos analisados por meio da estatistica descritiva

(média £ desvio padrao).
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de toxicidade aguda

O teste realizado com a substancia referéncia, Dicromato de Potassio, atestou boa
resposta de sensibilidade do lote de alevinos da espécie tambaqui (Tabela 2 e 3) para uso nos
experimentos, a CLso do teste foi de 106,57 mg/L, com limite inferir de 92,78mg/L e limite

superior de 112,41mg/L, compativel com o trabalho de Cruz et al., (2008).

Tabela 2: Valores medios e respectivos desvios-padrdo dos pesos (g) dos individuos da espécie C. macropomum
submetidos ao teste de toxicidade aguda com atrazina para obtencédo da CLsp

CONCENTRACOES (mg/ L)
REPETICOES Controle 5 15 30 45 60
1 070+0,10  0,83+0,20  0,76x0,15  0,68+0,18  0,87+0,17  1,02+0,07
2 055+0,09  0,81+0,11  0,85:0,22  0,85+0,18  0,69+0,15  0,85+0,21
3 0774019  0,93+0,15  0,75+0,13  0,6620,15  0,99+0,21  0,91+0,26

Tabela 3: Valores médios e respectivos desvios-padrdo dos comprimentos (cm) dos individuos da espécie C.
macropomum submetidos ao teste de toxicidade aguda com atrazina para obtencdo da CLsg

CONCENTRACOES (mg/ L)
REPETICOES Controle 5 15 30 45 60
1 3444016  3,18+047 358021 348030 356022  3,80+0,11
2 3,140,222  356+024 358028  3,60£0,26  324+0,34  3,42+0,13
3 346+0,33 380,30  356+0,30  342+0,23  3,72+0,25  3,60+0,26

Durante o teste de toxicidade aguda, 0s peixes apresentaram comportamentos atipicos,
como por exemplo, batimento opercular acelerado, natacdo erratica, espasmos e convulsdo,
principalmente nos tratamentos da concentragdo maior.

Os individuos foram mantidos em agua com uma temperatura com média de 29,1°C,
oxigeénio dissolvido em torno de 6,6 mg/L (5,5-7,8 mg/L), faixa de pH classificada como ideal
para organismos aquaticos (média 7,3), alcalinidade de 77,4+3,29 mg/L, e dureza moderada de
31,246,22 mg/L (tabela 4), ja as analises de aménia em todos os tratamentos foram saturadas,

equivalendo a 25 mg/L, a faixa maxima capaz de ser mensurada no teste utilizado.
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Tabela 4: Valores médios e desvio padrao das varidveis fisico-quimicas de analise de agua do teste de toxicidade
aguda

VARIAVEIS CONCENTRAGOES (mg/ L)

Controle 5 15 30 45 60 MediazDP

Oxigénio dissolvido 78 68 6.6 65 6.6 58 642038

(mg/L)

Temperatura (°C) 29,1 29 201 203 293 292  291%013

pH 8 77 74 72 7 69 741032

Dureza (mg/L) 21 30 42 30 27 27 3124622
Alcalinidade (mg/L) 75 75 81 81 75 75 774%329

Os parametros ambientais (pH, oxigénio dissolvido e temperatura) ndo apresentaram
grandes diferencas entre as unidades teste e a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio do
ensaio foi superior a 60% do valor de saturagéo de ar.

Os alevinos da espécie tambaqui, quando expostos ao teste de toxicidade aguda com
atrazina apresentaram 100% de mortalidade na concentracdo 60mg/L nas primeiras 48h de
experimento; 93,3% de mortalidade na concentracdo de 45mg/L entre 24 e 72h de experimento;
33,3% de mortalidade na concentragdo de 30mg/L no intervalo de 24 e 72h do teste; 13,3% de
mortalidade na concentracdo de 15mg/L somente a partir de 72h do bioensaio e 0% na
concentracdo de 5mg/L, também ndo houve mortalidade em nenhuma unidade controle (Tabela
5).

Cumprindo um dos objetivos da pesquisa, verificou-se que a maior concentracdo do
agente toxico que ndo causou efeito deletério (CENOQ) estatisticamente significativo na
sobrevivéncia dos organismos testados foi de 5 mg/L, e a menor concentrag¢do que causou efeito
(CEO) de mortalidade nos alevinos expostos ao pesticida foi de 15 mg/L. Esses resultados

podem ser observados na tabela 5 a seguir.
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Tabela 5: Valores obtidos para mortalidade de Colossoma macropomum (tambaqui) durante o periodo de
exposicao aguda (96 horas) em diferentes concentracfes de atrazina

CONCENTRACAO REPETICAO PERIODO DE EXPOSICAO (96HORAS)
(mg/L) 2H 4H 8H 12H 24H 48H 72H 96H
1
0 2
3
1
5 2
3
1
15 2 2
3
1
30 2 1 2
3
1 2 2
45 2 2 3
3 1 3 1
1 4 1
60 2 2 3
3 4 1

Com base nesses dados, em relacdo ao teste de toxicidade aguda, a CLso de atrazina
como produto comercial determinada através do método de Trimmed Spearman-Karber, para
alevinos de tambaqui em 96 horas de exposicao foi de 27,78 mg/L, com limite inferior de 22,49
mg/L e limite superior 34,22 mg/L Esses dados podem ser observados por meio da curva

logistica (Figura 7).

27,78 mg./L

Mortalidade (%)

100 125 150 175 200 25 250 215 300 325 350 375 400 a5 450 475 500

Concentragio (mg/ L)

Figura 7: Curva logistica da reacdo entre a porcentagem da mortalidade e suas respectivas concentragdes no teste
agudo de atrazina com tambaqui.
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5.2 Teste de toxicidade Crbénica

O lote de alevinos utilizados nesse experimento foi o mesmo testado para avaliar a CLso
no teste agudo. As Tabelas 6 e 7 abaixo contém os dados relacionados a biometria dos
organismos testados com seus respectivos valores médios e desvio padrio de peso e
comprimento, confirmando que ndo houve variagao significativa nas medidas dos animais de
cada tratamento nas concentragdes testadas. Durante o teste de toxicidade cronica nao foi

constatada morte de nenhum organismo durante todo periodo do experimento.

Tabela 6: Valores medios e respectivos desvios-padrdo dos pesos (g) dos individuos da espécie C. macropomum
submetidos ao teste de toxicidade crénica com atrazina para obtencdo da CLso

CONCENTRACOES (mg/ L)
REPETICOES Controle 0,85 4,2 8,3 16,5
1 0,81+0,31 0,88+0,11 0,970,21 1,32+0,22 0,98+0,09
2 1,22+0,24 1,14+0,24 1,31+0,29 1,11%0,15 1,11%0,24
3 1,10+0,18 1,08+0,31 0,98+0,24 1,05+0,06 0,750,39

Tabela 7: Valores médios e respectivos desvios-padrdo dos comprimentos (cm) dos individuos da espécie C.
macropomum submetidos ao teste de toxicidade crbnica com atrazina para obtencdo da CLsg

CONCENTRACOES (mg/ L)
REPETICOES Controle 0,85 4,2 8,3 16,5
1 3,7440,29 3,74+0,20 3,92+0,30 4,2610,14 3,94+0,10
2 4,28+0,07 4,0620,22 4,3420,20 4,06+0,14 3,82:0,44
3 4,2620,21 4,3+0,32 3,86+0,33 3,96+0,14 3,76+0,40

No teste de toxicidade cronica, os peixes ndo apresentaram os comportamentos atipicos
observados no teste agudo, provavelmente devido os valores usados nas concentragdes do
experimento. Os alevinos foram mantidos em agua com temperatura média de 29,1°C, oxigénio
dissolvido em torno de 6,7 mg/L (5,5-8 mg/L), faixa de com média 7,07, alcalinidade de
98,44+6,29 mg/L, e dureza moderada de 23,6+2,16 mg/L (tabela 8), j4 as analises de amonia em
todos os tratamentos foram saturadas, equivalendo a 25 mg/L, a faixa méxima capaz de ser

mensurada no teste utilizado.
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Tabela 8: Valores médios e desvio padréo das variaveis fisico-quimicas de analise de agua do teste de toxicidade
crbnica

Variaveis Concentragdes (mg/ L)
Controle 0,85 4,2 8,3 16,5 MeédiatDP
Oxigénio dissolvido 8 7.4 6.8 8.2 55 6,7+0,98
(mg/L)
Temperatura (°C) 29 29,2 29,1 29,2 29,3 29,1+0,11
pH 7 7,1 7,2 7 7,1 7,08+0,08
Dureza (mg/L) 22 26 25 24 21 23,6+2,16
Alcalinidade (mg/L) 87 95 100 110 100 98,4+6,29

Para o processamento histoldgico, foram selecionadas ao acaso (sorteio) e retiradas
amostras de retina do olho direito de cada dois peixes em todos os tratamentos testados, gerando
N=30, esse valor corresponde a 40% dos organismos expostos ao pesticida atrazina no teste
cronico do presente estudo (N=75). As retinas dos olhos esquerdos foram devidamente
identificadas e armazenadas, para caso sejam necessarias analises futuras. Para cada amostra de
retina foram preparadas cinco laminas histologicas, com a finalidade de comparar em diferentes
cortes se haveria algum efeito da substancia utilizada nos individuos.

Parte da etapa de andlise em microscopia foi realizada no laboratério de Neurobiologia
e Biologia Celular da Universidade Federal do Par4, e outra parte foi realizado no Laboratério
de Quimica Multiusuario da Universidade Federal do Oeste do Par4, utilizando o microscopio
Zeiss ERC 5S com camera digital acoplada para captura de imagens, com aumento de 100 vezes
foi possivel observar as camadas celulares que formam a retina do Colossoma macropomum
com suas respectivas células.

A Figura 8 apresenta uma amostra de retina de tambaqui de um individuo da unidade
controle. Dessa forma nota-se que as nove camadas celulares estdo presentes e representadas a

seguir:
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Figura 8: Corte histolégico demonstrando a organizagdo celular laminar da retina de uma amostra da unidade
controle: Camada de Fotorreceptores (CF), Camada de Segmentos Externos dos Fotorreceptores (CSEF), Camada
de Segmentos Internos dos Fotorreceptores (CSIF), Camada Nuclear Externa (CNE), Camada Plexiforme Externa
(CPE), Camada Nuclear Interna (CNI), Camada Plexiforme Interna (CPI), Camada de Células Ganglionares
(CCG) e Camada de Fibras Nervosas (CFN). Escala: 10 micrometros.

Ao comparar as laminas amostrais de retina dos organismos da unidade controle, com
os dados da literatura de Bear et al., (2002), podemos observar que todas as camadas das
amostras de retina testadas permaneceram sem nenhuma alteracdo morfoldgica, ndo houve
perda de tecido ou células, assim como suas camadas celulares também se mantiveram
organizadas na mesma ordem comparado as literaturas.

Na Figura 9, podemos observar a Camada dos Fotorreceptores (CF), logo abaixo a
Camada dos Seguimentos Externos dos Fotorreceptores (CSEF), e as respectivas Camadas dos
Seguimentos Internos dos Fotorreceptores (CSIF), Camada Nuclear Externa (CNE), em seguida
encontra-se a Camada Plexiforme externa (CPE), com as células bipolares e horizontais, logo
apos estd a Camada Nuclear Interna (CNI), com as células bipolares, horizontais e amacrinas,
a seguir estd a Camada Plexiforme Interna (CPI), a camada de células ganglionares (CCG) e

por altimo a Camada de Fibras Nervosas (CFN).
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Figura 9: Corte histoldgico demonstrando a organizacao celular laminar da retina de uma amostra da Concentracéo
1 (A); Concentracdo 2 (B); Concentracdo 3 (C); Concentracdo 4 (D). Escala: 10 pum.
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Ap0s anélise das amostras do teste cronico foi possivel observar que ndo houve perda
de camadas celulares em nenhuma das retinas das quatro concentragcfes e da unidade controle,
observadas durante experimento. No entanto, ndo podemos inferir que essas células eram
funcionais, pois 0 método de HE utilizado na pesquisa permite somente observar es estruturas
morfolégicas dos tecidos,

Dessa forma, 0 método apenas buscava averiguar se haveria perda de camadas celulares,
testando concentracGes subletais em curto periodo de teste. O fato dos resultados apresentados
sugere inclusive a busca de métodos mais especificos, como por exemplo, técnicas

imunocitoquimicas, para avaliar os efeitos de toxicantes de forma mais minuciosa e detalhada.
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6. DISCUSSAO

O valor determinado de CLso da substéncia avaliada no presente estudo é considerado
ligeiramente toxico, de acordo com as classes de toxicidade aguda para organismos aquaticos
de Zucker (1985). Apesar do baixo nivel da capacidade intoxicar os animais, isso ndo representa
total seguranca da presenca do composto em ambientes naturais, outros estudos ja
comprovaram sua periculosidade em concentra¢fes mais baixas, ndo s para peixes, mas
também para outros organismos do meio aquatico, como foi o caso do trabalho de Moreira et
al., (2014).

Os trabalhos que relacionam a toxicidade da atrazina com 0s organismos aquaticos
apresentam dados bastante variaveis, o que leva a crer que os fatores que determinam a CLso €
o efeito desse composto nos individuos podem influenciar diretamente nos resultados, como
por exemplo, o tempo de exposicdo, as concentracdes utilizadas e o tipo de biomarcador
avaliado.

Esses resultados de CLso podem ser facilmente apresentados através de graficos, como
por exemplo a curva logistica, usada para demonstrar que as porcentagens de organismos que
exibem respostas adversas estdo diretamente relacionadas com as concentragdes utilizadas nos
experimentos. Dessa forma, Buratini e Bertoletti (2014) afirmam que normalmente essa curva
se mostra em forma de “S”.

Esse fato ocorreu no presente estudo, pois a porcentagem do efeito (mortalidade)
observado nos organismos teste se deu em funcdo das concentracdes de exposicdo. Buratini e
Bertoletti (2014) argumentam ainda que essa curva sigmoide é obtida por meio de
transformacéo de dados, possibilitando o tracado de retas entre os pontos, e consequentemente
obtendo a concentracdo que corresponde a 50% do efeito observado, apresentando assim a
melhor correlacdo de dados a ser estimada com precisao.

No que diz respeito aos trabalhos que relacionam a toxicidade do herbicida atrazina em
organismos aquaticos, He et al., (2012) avaliaram a toxicidade de atrazina para a alga verde de
agua doce Scenedesmus obliquus (ECso-96h) e cladoceran Daphnia carinata (CLso-48h), 0s
autores detectaram que a atrazina € altamente tdxico para S. obliquus e ligeiramente toxica para
D. carinata, ja o herbicida butaclor apresentou moderada toxicidade para ambos, sendo que
tanto a ECs0-96h quanto a CLso-48h encontrada sao valores menores do que a CLso-96h da atual

pesquisa.
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O trabalho de Moreira et al., (2013), também afirma que a atrazina pode ser considerada
moderadamente tdxico para o claddcero Moina minuta durante a exposicéo de 48 horas, ja que
a CEso — 48h média registrada foi de 9,39 mg L™, enquadrando-se na faixa entre 1 e 10 mg L.
Isso mostra que a atrazina pode gerar diferentes niveis de toxicidade dependendo do organismo
a qual esté exposto.

A pesquisa de Rutkoski et al., (2016) com atrazina apresentou uma CLso-96h de 229,43
mg/L em larvas de Physalaemus gracilis (anfibios). Os autores afirmam que houve baixa
toxicidade, além das concentracdes usadas e o tempo de experimento que ndo influenciaram na
mortalidade dos embriGes, porém, essas concentracGes e seus respectivos intervalos foram
muito maiores, consequentemente aumentou o valor da CLso. No teste cronico, as baixas
concentracdes ndo afetaram o desenvolvimento dos organismos, mas 0 tempo de exposi¢do
influenciou diretamente na mortalidade (até 168h), aléem de exibirem efeitos neurotoxicos,
como contragdes espasmadicas e natacdo anormal, também houve alteracGes na morfologia da
boca, edemas, problemas na morfologia do intestino e coluna.

Com os resultados obtidos nesses trabalhos, permite-se inferir que a atrazina nao gera
efeitos semelhantes em todos os organismos aquaticos, essa instabilidade pode ocasionar
diferentes sequelas no ecossistema, reforcando ainda mais a importancia do monitoramento
ambiental dessa substancia para avaliar seu risco ecoldgico.

Em se tratando de toxicidade da atrazina em peixes de agua doce, o trabalho de
Chapadense et al., (2009) foi desenvolvido de forma bastante semelhante ao atual, tendo como
objetivo investigar a toxicidade da atrazina com juvenis da espécie tambaqui (Colossoma
macropomum). Os autores afirmam que foi possivel observar hemorragias por todo o corpo dos
animais, assim como 0 aumento significativo do nimero de micronucleo e eritrocitos durante a
exposicdo dos peixes, o valor da CLso-96h obtido foi aproximado ao do presente estudo (22
mg/L).

Entretanto, apesar da semelhanca na conducao dos experimentos e os valores de CLso
serem aproximados, ndo foi possivel observar as hemorragias nos animais mencionadas no
trabalho anterior. Esse episddio corrobora a necessidade de aprofundar as investigacdes, através
de testes de toxicidade em peixes, sobre quais os efeitos das concentragGes crbnicas do
pesticida, com a finalidade de descobrir seus fatores de bioacumulag&o nos organismos.

Em relacéo aos efeitos da atrazina sobre parametros hematologicos de peixes, Castro et
al., (2013) constataram em sua pesquisa que a CLso-96h de atrazina para lambari (Astyanax sp)
também foi menor que a concentracdo obtida para tambaqui (18,60 mg/L), e nenhuma diferenca

estatistica foi comprovada nos parametros sanguineos e teciduais avaliados para 0s organismos
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testados, apesar da espécie ter demonstrado ser mais resistente a toxicidade do que a tilapia
(Tilapia mossambicus) e o tambaqui, que sdo espécies mais sensiveis para bioensaios de
toxicidade.

Avaliando tais trabalhos de maneira geral, é possivel atestar que a atrazina ¢ um
pesticida perigoso para 0s organismos agregados em niveis distintos da cadeia trofica aquatica,
podendo prejudicar o ambiente como um todo e representando assim um grave risco ecoldgico.
Estudos avancados de outros marcadores de efeito ou exposi¢cdo podem apontar a influéncia do
pesticida em outros organismos, inclusive na espécie testada, sobretudo se for realizado desde
suas primeiras fases de desenvolvimento, usando altas concentragbes e durantes um maior
periodo de tempo.

Entre os trabalhos que mostram os resultados que comprovam os efeitos deletérios de
atrazina aos organismos que habitam os ambientes aquéaticos contaminados pelo pesticida,
podemos destacar o trabalho de Zupan e Kalafatic (2003), os autores constataram que 0
pesticida exerce efeitos sobre o hepatopéancreas em mexilhdes Zebra (Dreissena polymorpha)
em experimento de 21 dias usando concentracBes mais baixas que o presente estudo (0,003,
0,05, 0,5 e 5 mg/L), podendo ser a possivel causa da mortalidade de alguns desses organismos,
dependendo do tempo de exposicao.

A pesquisa de Quaranta et al., 2009 mostrou que os sapos (Rana esculenta) possuem
maior taxa de absorcéo de atrazina quando comparado a outros pesticidas (paraquat e glifosato),
do que os mamiferos (porcos) durante um curto periodo de exposicdo (maximo 24h),
comprovando que a facilidade dessa molécula na passagem cutanea (através da pele) dos sapos
evidencia maior sensibilidade a ameacas ambientais de contaminacéo desse agrotoxico.

Para Hayes et al., (2011), a atrazina é o contaminante de pesticidas mais comumente
detectado de &gua subterranea, dgua de superficie e precipitacdo. Os autores alegaram em seu
trabalho que o pesticida € um contaminante disruptor endocrino que, altera os tecidos
reprodutivos masculinos quando os animais sdo expostos durante o desenvolvimento,
feminizando as gonadas masculinas que produzem lesdes testiculares associadas a numeros
reduzidos de células germinativas e induzindo a feminizagdo parcial e/ou completa em peixes
teledsticos, anfibios e répteis.

Os fatores mencionados no trabalho anterior podem causar um sério problema
ecologico, no que diz respeito a reproducéo das espécies, influenciando inclusive na abundancia
relativa em um determinado habitat.

Sobre a toxicidade da atrazina em peixes neotropicais, a pesquisa de Moron et al., (2006)

constatou alteracfes nas frequéncias de micronucleos e distdrbios na regulacdo idnica
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relacionados ao efeito direto do tecido branquial de juvenis de pacus (Piaractus
Mesopotamicus) exposto a uma baixa concentra¢ao do herbicida atrazina (96h), que apresentou
caracteristicas clastogénicas, podendo induzir a eventos mutagénicos nessa espécie. Os autores
alegam ainda que, provavelmente esse distirbio na regulacdo iénica pode estar relacionado com
o0 efeito direto do atrazina no tecido branquial, e provavelmente com a permeabilidade das
membranas celulares.

A exposicao a atrazina também casou diferentes atividades de biotransformacéo entre
0s géneros da espécie zebrafish (Danio rerio) expostos a baixas concentracdes em 25 dias de
experimento, além de induzir altera¢6es hormonais nos individuos testados (Dong et al., 2009).

Tillit et al., (2010) observaram efeitos neuroenddcrinos da espécie de peixe Pimephales
promelas provocados pela atrazina durante até 30 dias de exposicdo, tais como anormalidades
gonadais foram encontradas em peixes machos e fémeas expostos ao herbicida. Os autores
afirmam ainda que seus resultados sugerem que a atrazina reduz a producé@o de ovos por meio
da alteracdo da maturacdo final dos odcitos. Esses fatores podem prejudicar a reproducédo da
espécie em casos de contaminacdo do pesticida em ambiente natural.

Além disso, Xing et al., (2012), que observaram gue a atrazina ocasionou alteracdes na
estrutura renal e cerebral em carpas comuns durante exposi¢cdo de 40 dias, acarretando
degeneracdo das células de Purkinje. J& Paulino et al., (2012) apresentaram em seus resultados
que a exposicao de até 14 dias a atrazina gerou estresse oxidativo nas branquias da espécie
curimbata (Prochlodus lineatus).

Os resultados de ambas pesquisas levam a crer que o pesticida interfere em atividades
fisiol6gicas importantes dos peixes, podendo causar mortalidade nos organismos, tanto pelos
danos renais e cerebrais, quanto pela exposicao priméaria do contaminante através da respiragao.

A toxicidade da atrazina também pode exercer influéncias peculiares em peixes
ornamentais, como foi demonstrado no estudo de Shenoy (2012), que avaliou a exposi¢édo em
Guppies machos (Pecilia reticulata) e verificou que o pesticida como poluente alterou
comportamentos sexuais da espécie, e ainda reduziu a agressividade em relacéo a outros machos
da mesma espécie durante a competicdo pelas fémeas. O autor explica que isso pode acontecer
pelo fato da atrazina ser considerada um forte desruptor enddcrino, atuando principalmente no
funcionamento adequado dos hormonios, que contribuem inclusive para a reproducdo da
especie.

Em resumo, todos os trabalhos citados fornecem dados panordmicos sobre a relacéo da
toxicidade da atrazina e seus efeitos neurotoxicos, comportamentais, disruptores endécrinos,

entre outros. No entanto, até o presente momento, nao ha relatos de estudos que avaliem o efeito
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da toxicidade dessa substancia na retina de peixes, ou de que forma esse composto afeta a viséo
e consequentemente o sistema nervoso central, ao qual esta associado.

Entre os poucos relatos de efeitos gerados por pesticidas na visdo de peixes, podemos
destacar o trabalho de Ravneet et al., (2009), que teve por objetivo avaliar o efeito do
organofosforado Monocrotofés em lentes de carpas, e constatou que peixes expostos ao
pesticida desenvolveram catarata, de modo que seu efeito se tornou irreversivel mesmo apds o
periodo de recuperacdo. Posteriormente, em outro trabalho, Uppal et al., (2015) realizaram
estudo toxicoldgico para avaliar o efeito do mesmo pesticida em corneas de carpas, €
verificaram que 0s peixes expostos ao organofosforado desenvolveram necrose corneana
irreparével.

Ambos trabalhos partiram do pressuposto que o0s peixes de piscicultura estdo sendo
atingidos por pesticidas drenados de campos agricolas em corpos d’agua, principalmente em
estacOes chuvosas. Considerando o contexto da regido amazonica, onde as bacias hidrograficas
também estdo vulneraveis a esse tipo de contaminacéo, é bastante provavel que esse episddio
se repita em peixes neotropicais constantemente expostos a esse tipo de substancias.

No que diz respeito ao efeito de pesticidas em retina de peixes neotropicais, o trabalho
de Soares et al., (2016) investigaram efeitos do inseticida lufenuron em tambaqui e observaram
perdas na capacidade de respostas a estimulos de células fotorreceptoras e bipolares. Além
disso, os pesquisadores constataram hemorragias nos olhos, nadadeiras e no opérculo dos
peixes.

Os trabalhos desenvolvidos ao longo dos anos buscaram avaliar diferentes tecidos em
bioensaios de toxicidade. Apesar da importancia da retina para a visao, associada ao sistema
nervoso central dos peixes, e das evidéncias de contaminacao pelos pesticidas em ambientes
aquaticos, sdo poucos os registros de estudos toxicoldgicos utilizando essa estrutura como
biomarcador de efeito.

Observando essa relevancia, o presente estudo buscou avaliar esse possivel efeito. A
principio o experimento cronico seguiu normalmente e a substancia utilizada em concentragtes
subletais nos testes foi incapaz de gerar efeito adverso na morfologia das camadas celulares da
retina dos organismos teste.

Por outro lado, as literaturas apontam para as consequéncias neurotéxicas da exposicao
de espécies de peixes sob concentracbes agudas e/ou subagudas referentes a atrazina.
Entretanto, de maneira menos abrangente, podemos embasar tal afirmac¢do nos achados de

toxicidade relatados a seguir, relatos estes que, além de danos severos, trazem mencdes de
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alteragbes comportamentais por parte de seus autores, verificados frente a diferentes
concentragdes deste composto.

Em 2009, Chapadense et al., desenvolveram um estudo expondo juvenis de tambaqui
por 48 horas, em dosagens agudas de 20, 22 e 25 mg/L, e observaram desvios de
comportamentos padrdes descritos como: natacdo irregular, letargia, batimento opercular
acelerado e respiracdo aquatica na superficie. Segundo estes autores, as duas Ultimas alteraces
podem ser interpretadas como respostas relacionadas ao estresse respiratorio em peixes, e essa
consideracdo teve o apoio literario de dados prescritos para outros estudos antecedentes.

Essas mesmas sequelas também foram apresentadas para a espécie Channa punctatus,
no estudo realizado por Nwani et al., (2010), utilizando o referido téxico em avaliacdes agudas
por 96 horas, em concentracdes aproximadas ao presente trabalho durante 15 dias. Por outro
lado, nesta Gltima pesquisa, 0s estudiosos ndo reportaram sob quais concentrac@es viram tais
respostas.

Tomando por base as alteracbes comportamentais testificadas nas referéncias anteriores,
e a partir de comparacdes com dados do presente estudo, pode-se dizer que, foram percebidas
semelhancas referentes as mudancas de comportamento dos alevinos de tambaqui no decorrer
dos ensaios. Uma vez que, 0s animais expostos as maiores concentragdes de 30, 45 e 60 ug/L
apresentaram, consequentemente, perda de equilibrio, letargia, estresse respiratério quando
nadaram continuamente na superficie, batimento opercular mais acelerado, e por vezes,
aparentaram até convulsdo.

O curto tempo de exposicao, em que os organismos foram submetidos aos experimentos,
deve ser levado em consideracdo na avaliagdo de resultados negativos, referentes ao
biomarcador utilizado para avaliar o efeito pesticida eleito nessa pesquisa, no entanto, nao
podemos descartar a hipotese que periodos de exposicdo prolongada, em que compreende parte
ou todo o ciclo de vida do animal, provavelmente tem mais chances de comprometer partes
importantes do sistema nervoso central.

Mesmo que as células retinianas ndo tenham sido afetadas, ndo quer dizer que outros
sistemas importantes do organismo também ndo tenham sido atingidos, ja que houveram
diversas observacgdes de alteracdes em outros biomarcadores citados em referéncias literérias,
e comportamentais visualizados no experimento agudo.

O conjunto de fatores mencionados em todos os trabalhos citados apontam a relevancia
do aprofundamento das investigacfes toxicologicas em peixes, sobretudo em espécies de valor
ecologico, como é o caso do tambaqui. As evidéncias de danos neurotdxicos devem ser levadas

em consideracdo, para que futuros trabalhos envolvendo o pesticida atrazina busque de forma
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mais especifica avaliar também outros tipos de biomarcadores de exposi¢do e responda de
forma condizente o verdadeiro risco ecoldgico que essa substancia representa a0 meio

ambiente, contribuido assim para 0 monitoramento ambiental.
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7. CONCLUSOES

A partir desse trabalho foi possivel determinar a CLso da atrazina para alevinos da
espéecie Colossoma macropomum (tambaqui) em teste de toxicidade aguda, e concluimos que
as analises das amostras em teste cronico ndo indicaram nenhuma alteracdo das camadas
celulares nas retinas dos organismos, apesar de varios trabalhos j& terem comprovado que a
atrazina é um pesticida bastante toxico para diferentes organismos aquaticos. No entanto, foi
possivel observar diversos distrbios comportamentais ocasionados pelo pesticida nos
organismos testados, inclusive a mortalidade. Esses resultados constituem suma importancia
para a contribuigdo de pesquisas futuras, a serem realizadas com investigacdo de forma mais

aprofundada sobre os efeitos da ecotoxicidade de atrazina em espécies de peixes.
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