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RESUMO

MIGUEL, M. Efeito do hormonio sintético 17 a-etinilestradiol e do herbicida
atrazina em espécies de dois niveis troficos. 2020. 173 p. Tese de Doutorado — Escola
de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2020.

O aumento da populacdo humana trouxe, em consequéncia, 0 aumento da producéo,
consumo e descarte de varios produtos quimicos empregados na medicina, agricultura,
industria e uso doméstico, entre outros. Em muitos corpos d’adgua sdo frequentemente
encontrados farmacos ¢ defensivos agricolas, como o 17 a-etinilestradiol (EEz) e da
atrazina (ATZ). O EE> é um hormonio sintético usado na formulacdo de contraceptivos
orais, enquanto a ATZ é um herbicida amplamente utilizado na agricultura no combate
de ervas daninhas. Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a sensibilidade do
cladocero tropical Ceriodaphnia silvestrii e comparativamente do claddcero de regido
temperada Daphnia magna ao horménio EE2 em uma abordagem intergeracional; avaliar
os efeitos do EE> e da ATZ de forma isolada, quanto & toxicidade aguda e crénica em um
representante do primeiro nivel trofico (produtores primarios), a microalga Raphidocelis
subcapitata, e o efeito destes dois compostos em dois claddceros, duas espécies nativas
tropicais, Ceriodaphnia silvestrii e Ceriodaphnia rigaudi, como representantes do
segundo nivel tréfico, o de consumidores primarios. Foram realizados testes de toxicidade
cronica de cada composto de forma isolada, para R. subcapitata, testes de toxicidade
cronica intergeracional com exposi¢do ao farmaco EE para C. silvestrii e D. magna,
testes de toxicidade aguda e cronica desses compostos de forma isolada e em mistura para
C. rigaudi e testes de toxicidade aguda e cronica da atrazina ao cladécero nativo endémico
neotropical, C. silvestrii, de acordo com os protocolos padronizados da ABNT e OECD.
Como respostas foram avaliados parametros fotossintéticos e composicao lipidica para a
microalga, e parametros reprodutivos e sensibilidade das espécies (SSD). Os resultados
mostraram sob exposicdo crbnica que a atrazina causa diminuicdo nos parametros
fotossintéticos e no teor de lipidios totais, mas quando exposta ao EE» em baixas
concentracgdes, o crescimento é estimulado (hormesis) e ha aumento de carboidratos. No
segundo nivel trofico, diferentes claddceros tiveram diferentes respostas ao horménio
EE>: reducdo da fecundidade de C. silvestrii na segunda geragcdo, mas ndo na primeira;
reducdo da fecundidade de D. magna na primeira geracdo, mas nao na segunda; C.
rigaudi, quando exposta aos dois compostos individualmente, teve mais de 80% de
reducdo na fecundidade para ambas substancias e 11,8% de reducdo do tamanho corporal
quando em exposi¢do ao EE>. JA& em mistura, 0S compostos apresentaram interacao
dependente do nivel da dose, sendo que os efeitos sobre C. rigaudi foram de sinergismo
em concentracdes mais baixas e antagonismo nas mais altas. A exposi¢do cronica
intergeracional de C. silvestrii ao herbicida resultou em menor fecundidade (de cerca de
27% a 38,5% menor) para ambas geracGes. Ambos compostos representam risco
ecologico podendo afetar negativamente as comunidades plancténicas. A importancia de
se incluirem espécies nativas nos estudos ecotoxicologicos de ambientes tropicais €
reforgada, visto as diferencas de sensibilidade das espécies.

Palavras-chave: Farmaco; triazina; claddceros; analise bioquimica; microalga; mistura



ABSTRACT

MIGUEL, M. Effect of the synthetic hormone 17 a-ethinylestradiol and the herbicide
atrazine on species in two trophic levels. 2020. 173 p. PhD Thesis — Engineering School
of Sdo Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2020.

The increase of human population brought as consequence the increase in the production,
consumption and disposal of chemicals used in medicine, agriculture, industry and
domestic use among others. In many water bodies, drugs and pesticides are often found,
such as 17 a-ethinylestradiol (EE2) and atrazine (ATZ). EE: is a synthetic hormone used
in the formulation of oral contraceptives, whereas ATZ is an herbicide widely used in
agriculture in the combat of weeds. Thus, the objective of the study was to evaluate the
effects of EE> and ATZ regarding their acute and chronic toxicity to a representative
species of the first trophic level (primary producers) the microalgae Raphidocelis
subcapitata, and on three species of cladocerans, two tropical native: Ceriodaphnia
silvestrii e Ceriodaphnia rigaudi and one exotic from temperate region, Daphnia magna,
as representatives of the second trophic level, of primary consumers. Acute and chronic
toxicity tests for each compound isolately, for R. subcapitata; chronic intergenerational
test with exposure to EE: for C. silvestrii and D. magna; acute and chronic toxicity tests
of these compounds, isolately and in mixture for C. rigaudi and acute and chronic toxicity
tests with the herbicide atrazine to the native and Neotropical endemic C. silvestrii,
according to standard ABNT and OECD protocols. As end-points photosynthetic
parameters and lipidic composition were evaluated for the microalgae and reproductive
parameters and species sensitivity comparisons (SSD). The results showed that for
chronic exposure ATZ can cause decrease on photosynthetic parameters and on total
lipids content, but when exposed to EE2 at low concentrations, growth is stimulated
(hormesis) and there is carbohydrate increase. Both substances affected the composition
of the lipid classes of the algae. At the second trophic level, different cladocerans had
different responses to the hormone EE2: reduced fecundity of C. silvestrii in the second
generation but not in the first. Reduced fecundity in t D. magna first generation, but not
in the second; C. rigaudi when exposed to the two compounds individually had a
reduction in fertility for both substances and reduction in body size when exposed to EE».
However, in mixtures, the compounds showed interaction dependent on the dose level,
with the effects on C. rigaudi being synergistic at lower concentrations and antagonism
at higher ones. Acute and chronic intergenerational exposure of C. silvestrii to the
herbicide resulted on lower fecundity for both generations. Both compounds represent
ecological risk due their potential to adversely affect planktonic communities. Importance
of including native species in ecotoxicological studies of tropical ecosystems is reinforced
based on the differences found for species sensitivities.

Keywords: Drugs; triazine; cladocerans; biochemical analysis; microalgae; mixture
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ESTRUTURACAO DA TESE

Esta tese foi estruturada na forma de capitulos os quais contemplam os itens: Resumo,
Abstract, Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e
Referéncias. Apéndices foram adicionados quando necessario, para incluir mais
informagdes. Foram elaborados quatro capitulos, além de um capitulo inicial introdutorio
sobre 0os compostos utilizados no estudo e os testes realizados. Os capitulos foram

ordenados conforme descrito a seguir:

Capitulo 1: Efeito do horménio 17 a-etinilestradiol em um claddcero tropical
(Ceriodaphnia silvestrii) e um claddcero de regido temperada (Daphnia magna): Uma

abordagem intergeracional:

Neste capitulo, foi avaliado, através de testes de toxicidade cronica, o efeito
intergeracional do horménio etinilestradiol sobre dois claddceros, sendo um de regido
tropical (Ceriodaphnia silvestrii) e um de regido temperada (Daphnia magna), aclimatada
a 25 °C. Foram avaliados fecundidade e tempo de geracdo dos claddceros expostos, além
de ter sido feito uma comparacao da sensibilidade dos organismos-teste por meio de curva
de distribuicdo de sensibilidade das espécies (SSD).

Capitulo 2: Efeito do horménio sintético 17a-etinilestradiol e do herbicida atrazina

na microalga Raphidocelis subcapitata:

Neste capitulo foi avaliado o efeito do horménio etinilestradiol e do herbicida atrazina
sobre a microalga Raphidocelis subcapitata, por meio de teste de toxicidade crénica com
0s compostos individuais. Foram feitas analises por citometria de fluxo, phyto Pam e
bioquimica. Foram avaliados parametros fisioldgicos, fotossintéticos e composicao

bioquimica.



Capitulo 3: Efeito do herbicida atrazina e do horménio 17 a-etinilestradiol, isolados

e em mistura, sobre o claddcero Ceriodaphnia rigaudi:

Neste capitulo foi avaliado o efeito do horménio etinilestradiol e do herbicida atrazina
sobre o claddcero nativo Ceriodaphnia rigaudi, através de testes de toxicidade cronica
com o0s compostos individuais e em mistura. Além disso, foram feitos testes de
sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sodio para a elaboracdo de uma
carta-controle. Foram avaliados fecundidade e tamanho corpéreo do claddécero exposto.
Além disso, foi feita uma compara¢do da sensibilidade do organismo-teste para as duas
substancias isoladas, por meio da curva de distribuicdo de sensibilidade das espécies
(SSD).

Capitulo 4: Toxicidade aguda e croénica intergeracional do herbicida atrazina ao

claddcero Ceriodaphnia silvestrii:

Neste capitulo foi avaliado o efeito do herbicida atrazina sobre o claddcero tropical
Ceriodaphnia silvestrii através de testes de toxicidade aguda e cronica. Os endpoits
analisados foram imobilidade, fecundidade e tamanho do corpo das fémeas adultas

expostas a0 composto.
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Contextualizacao e justificativa

1. Introducéo

1.1.Substancias quimicas no ambiente

Muitos produtos quimicos com variadas aplicacdes na medicina, agricultura,
indUstria e usos domeésticos, além de residuos do descarte ou dos produtos de degradacao
destes tém contribuido para o aumento na ocorréncia de contaminantes emergentes na
natureza (Machado et al., 2016; Scognamiglio et al., 2016; Sposito et al., 2018; Aquilino
et al., 2019; Griffero et al., 2019). A crescente utilizacdo e numeroso descarte dessas
substancias, mesmo que em baixas concentrac6es, contribuem para a entrada e disperséo
em ambientes aquaticos, levando a efeitos prejudiciais, tanto para a biota aquéatica, como
para a saude humana (Machado et al., 2016; Griffero et al., 2019).

Muitos compostos descartados no ambiente podem agir sobre organismos nao-
alvo como desreguladores enddcrinos, alterando a estrutura e a fungdo e podendo causar
efeitos adversos no organismo, sua progénie e populacdo (Zuo et al., 2013; Huerta et al.,
2015; Scognamiglio et al., 2016; Matthiessen et al., 2017; DeCourten et al., 2019).
Alguns sdo persistentes e interferem no sistema enddcrino alterando vias metabdlicas de
hormbnios, imitando ou antagonizando os horménios naturais (Sodré et al., 2010;
Scognamiglio et al., 2016).

O sistema enddcrino € responsavel por diversas fun¢es nos organismos, tendo 0s
hormbnios como mensageiros quimicos, transportando informacgdes para células e
tecidos. As func¢des desempenhadas por esse sistema incluem a diferenciagdo e maturacéo
sexual, a reproducdo, o crescimento e o metabolismo (Witorsch, 2002).

Os compostos quimicos ocorrendo no ambiente podem causar perturbacdes nas
funcGes do sistema endocrino, podendo afetar a secrecdo de hormonio, alterar a faixa de
eliminacdo de hormdnio no corpo do organismo ou desregular o feedback regulatorio
entre dois 6rgdos (Witorsch, 2002) podendo interagir com o horménio receptor, imitando,
blogueando ou interferindo na a¢do do horménio natural (Witorsch, 2002; Zuo et al.,
2013; Long et al., 2014; Huerta et al., 2015; Huerta et al., 2016).

Em estudo feito com duas especies de rotiferos (Plationus patulus e Brachionus

havanaensis) expostos ao triclosan, a presenca da substancia diminuiu a sobrevivéncia e
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fecundidade de ambas as espécies nas geragdes Fo e F1. O efeito maior ocorreu na geragdo
Fo de ambas as espécies e mostrou que P. patulus é mais sensivel ao triclosan que o B.
havanaensis (Gonzalez-Peres et al., 2018).

Anway et al. (2005) observaram o efeito de dois desreguladores enddcrinos,
metoxicloro (pesticida) e vinclozolina (fungicida), em diferentes geragdes de ratos. As
fémeas adultas gravidas foram expostas ainda no periodo de determinacdo do sexo
gonadal. Para as fémeas ndo foram observados efeitos pronunciados, mas foi observada
gravidez anormal nas fémeas descendentes dos individuos tratados com vinclozolina,
semelhante a uma pré-eclampsia, com morte, anemia severa e defeitos nas células
sanguineas. Contudo, nos machos, ambos compostos induziram defeitos transgeracionais
na capacidade espermatogénica e na viabilidade do esperma.

Os efeitos dos desreguladores endocrinos sobre as espécies sdo variados. Foi
observado 0 aumento na producéo de ovos de Danio rerio, 0 peixe-zebra, quando exposto
a mifepristona (antiprogestina) e maturacdo acelerada quando expostos tanto a
mifepristona quanto a progesterona (Blithgen et al., 2013). Ja para Pimephales promelas
exposto a trés concentragdes deste hormonio (10, 100 e 1000 ng L) ocorreu redugdo na
fecundidade e no sucesso de fertilizacdo (DeQuattro et al., 2012).

Com o crescimento exponencial da populagdo humana (Colby e Ortman, 2015;
Crist et al., 2017), houve também um aumento de animais criados para consumo
alimentar. O aumento da demanda na pecuéria, avicultura, suinocultura e outros, acarreta
também o aumento da demanda por compostos sintéticos para estimular ou acelerar a
maturacdo sexual e a capacidade reprodutiva das espécies (Christensen, 1998; Medeiros
et al., 2014). Também a agricultura, que é cada vez mais solicitada a atender uma
demanda mundial por produtos agricolas, adotou o modelo de producdo em larga escala,
fazendo uso de compostos quimicos para o controle de pragas, muitos dos quais sao
também desreguladores enddcrinos (Carvalho, 2017; Aquilino et al., 2019; Religia et al.,
2019).

A grande maioria dos compostos usados na agricultura, pecuéria, medicina,
veterinaria, inddstria e uso domeéstico, sdo descartados ou carreados até corpos d’agua
(Montagner et al., 2019). Este fato tem levado a uma aceleracdo da degradacdo dos
recursos hidricos, uma tendéncia na contramdo do atual reconhecimento de que a
preservacao da qualidade da agua é de suma importancia para ambas, espécie humana e
biota em geral (Corbi et. al., 2006; Pimentel et al, 2011; Crist et al., 2017).
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Os defensivos agricolas tém sido amplamente usados (Piccoli et al., 2016;
Carvalho, 2017; Tian et al., 2018) no mundo todo, e incluem muitos grupos de compostos,
como os organoclorados, organofosfatos, carbamatos, piretroides, (Feng et al., 2016;
Carvalho, 2017) amidas, anilinas, triazinas (Feng et al., 2016). Sdo usados, muitas vezes,
de forma simultanea, dependendo da acéo que eles tém e podem ter efeitos em organismos
ndo alvo, tanto terrestres quanto aquaticos (Tian et al., 2018). No Brasil, a
comercializacdo de defensivos agricolas foi de mais de 500 mil toneladas de ingrediente
ativo no ano de 2014 (Brasil, 2017).

A ocorréncia de desreguladores enddcrinos em fontes de dgua potavel na China
foi analisada por Feng et al. (2016) em uma &rea ocupada pela agricultura. Na agua foram
encontrados 21 compostos, entre eles, herbicidas, acaricidas e fungicidas, que mesmo em
concentracdes da ordem de ng L, foram consideradas de alto risco. A ocorréncia de
contaminantes em pontos da Laguna de Rocha e Laguna de Castillos (Uruguai) foi
avaliada por Griffero et al. (2019) que encontraram 82 contaminantes, dentre eles:
farmacos, hormonio e defensivos agricolas. As concentracfes registradas variaram de
<0,1 pg L't até >10 ug L™ As maiores concentracdes foram encontradas nos corregos,
seguidos pelas lagoas e em menor quantidade, porém em frequéncia mais alta que o
esperado, na costa do mar. Segundo os pesquisadores, os horménios 17 a-etinilestradiol
e 17 B-estradiol e um inseticida, foram 0s compostos que representaram maiores riscos
para 0 ambiente aquéatico e cinco daqueles identificados nas aguas sdo produtos nao
aprovados pela Unido Europeia (atrazina, carbendazim, clorpirifds, diazinon e etion)

Como mostrado pelos estudos anteriormente citados, outros contaminantes que
sdo continuamente descartados no ambiente atraves dos esgotos sanitarios e industriais,
sdo os farmacos. Devido ao descarte continuo, os organismos aquaticos ficam expostos
de maneira cronica a esses compostos e podem apresentar alteracbes em processos
fisioldgicos, mesmo em concentragdes sub letais (Fabbri, 2014; Lamichhne et al., 2013;
Luna et al., 2013). Grande parte dos farmacos permanecem no corpo do organismo um
periodo de tempo adequado para produzir efeito, e sdo posteriormente excretados (Fabbri,
2014; Huerta et al., 2016). Como séo continuamente descartados, esses compostos podem
acumular no ambiente, se tornando um composto persistente no meio aquatico (Gilroy et
al., 2012; Fabbri, 2014; Huerta et al., 2016).

A ocorréncia e distribuicdo de farmacos em afluentes e efluentes de estacdo de
tratamento de esgoto da cidade de Sevilha, Espanha, foram avaliadas por Martin et al.,

(2012). Foram encontrados 16 compostos farmacéuticos, com concentracdes entre 0,05 a
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50,6 ug L, sendo dois antibidticos, quatro estrogénios, um antiepiléptico, cinco anti-

inflamatorios, um B-bloqueador, um estimulante, e dois reguladores lipidicos. Também,

14 farmacos foram verificados ocorrendo nos efluentes de tratamento de esgoto de

municipios no Canada (Metcalf et al., 2003).

Entre os contaminantes encontrados em amostras de dgua em VArios paises, a

atrazina (Tabela 1) e o 17 a-etinilestradiol (Tabela 2) sdo frequentemente identificados.

Tabela 1 - Concentracdes (ng L™) de atrazina encontradas no ambiente em diferentes

paises
Atrazina
Concentragdo (ng L) Localizagéo Referéncia
<1,58 Portugal Barbosa et al., 2018
<2-32 Canada Montiel-Leon et al., 2019
28421 Bres e Momagneretat, 2010
4,53 5,08 Espanha Masia et al., 2015
<5-8 Croécia Fingler et al., 2017
5 - 260000 Austrélia Hook et al., 2017
<7-366 Singapura Bayen et al., 2016
33,3 -2370 E.U.A Mabhler et al., 2017; Callicott e Hooper-Bui, 2019
480 Uruguai Griffero et al., 2019
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Tabela 2 - Concentragdes (ng L) de 17 a-etinilestradiol encontradas no ambiente em

diferentes paises

17 a-Etinilestradiol

Concentracéo (ng L) Localizacao Referéncia
0,005-10,68 Europa Central Avar et al., 2016
<0,1-19,6 China Wang et al., 2018
0,2-10,2 Inglaterra Desbrow et al., 1998; Wilkinson et al., 2017
0,45 Italia Baronti et al., 2000
1 Alemanha Ternes et al., 1999
1,64 -19,72 Argentina Scala-Benuzzi et al., 2018

Sodré et al., 2007; Torres et al., 2015;

6- 177 Brasil Sposito et al., 2018; Montagner et al., 2019
9 Canada Ternes et al.,1999
73 Estados Unidos Kolpin et al., 2002
11600 Uruguai Griffero et al., 2019
1.2.Atrazina

Os herbicidas sdo muito usados na agricultura (Tian et al., 2018; Religia et al.,
2019) e a aplicacdo massiva pode trazer efeitos adversos para 0 ecossistema.

O grupo das triazinas, ingrediente ativo de alguns herbicidas, estd sendo
comumente encontrado nos ecossistemas aquaticos. Fazem parte desse grupo a atrazina,
cianazina, prometon e simazina, quem agem no fotossistema I, inibindo o transporte de
elétrons (Faust et al., 2001; Brain et al., 2012).

A atrazina (Figura 1) é um herbicida sintético que faz parte da classe Triazinae o
segundo mais usado no mundo (Religia et al., 2019). Foi patenteada em 1958 na Suica e,
em 1959, nos Estados Unidos, teve registro de uso comercial. Ap0s seu registro, a
substancia foi utilizada no mundo, estando ela ha mais de 50 anos disponivel no mercado
(Albuquerque et al., 2020). E um composto de formula CsH14CINs, peso molecular
215,69 g mol? (Sanderson et al., 2000; Faust et al., 2001; Brain et al., 2012), com

solubilidade de 33 mg L™ a 22 °C, coeficiente octanol-agua (log Kow) de 2,75 e coeficiente
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de adsorcdo do solo (Koc) baixo, 100 cm? g (Albuquerque et al., 2020). O tempo de meia
vida do composto, em solo aluvial e solo imido coletados na China, foi de 28,18 e 23,74
dias, respectivamente (Huang et al., 2018). O tempo de meia vida do composto pode
variar de seis meses a varios anos em agua e de 14 dias a quatro anos em solo
(Albuquerque et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura do herbicida atrazina

Cll
ZAN
N N
(CH3).CH , I , CH,CH;

}N/\N/\N{

Por ser uma substancia persistente no ambiente e com certa mobilidade, é
detectada tanto em solo, rios, reservatorios e aguas subterranea como em geleiras de locais
remotos (Albuquerque et al., 2020). Devido a contaminagdo dos ambientes e 0s riscos
que pode causar aos organismos e a saude humana, o uso da atrazina foi proibido nos
paises pertencentes a Unido Europeia (Ackerman, 2007) e estd diminuindo no Canada
(Hénault-Ethier, 2016). Porém, este composto é ainda muito usado em varios paises
(Albquerque et al., 2020).

A atrazina e encontrada nos ambientes aquaticos em concentra¢des de nanogramas
por litro (ng L) e microgramas por litro (ug L). No Uruguai foi encontrada 0,48 pg L
! em lagoas (Griffero et al., 2019), 2 a 15 ng L™ em &gua potavel de diferentes estados
brasileiros (Machado et al., 2016), 4,53 e 5,08 ng L™t em agua superficial na Espanha
(Masié et al., 2015), 42,1 ng L™t em rios do Mato Grosso do Sul — Brasil (Sposito et al.,
2018), no estado de S&o Paulo — Brasil, foram encontradas concentragfes de 30 ng L™
em aguas superficiais, 36 ng L* em agua potavel e 3 ng L em &gua subterranea
(Montagner et al., 2019), 5 ng L* em agua potavel e <5 e 8 ng L't em rios na Croécia
(Fingler et al., 2017), <7 — 366 ng L™t em Singapura (Bayen et al., 2016) (Tabela 1).
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A acdo toxica da atrazina ocorre sobre o fotossistema Il (PSII) de plantas, onde
ela age bloqueando o transporte de elétrons e inibindo a fotossintese (Religia et al., 2019;
Albuquerqgue et al, 2020) (Figura 2).

A atrazina, no ambiente, pode causar efeitos como inibi¢do do fotossistema Il da
alga Pseudokirchneriella subcapitata, da cianobactéria Anabaena flos-aquae e da
diatomacea Navicula pelicullosa, reducdo da densidade celular da P. subcapitata (Brain
et al., 2012), inibicdo do crescimento da alga Raphidocelis subcapitata, aumento do
nimero de neonatas inviaveis quando alimentadas com a alga contaminada (Religia et
al., 2019), diminuicdo da expressdo da vitelogenina no ovario e hepatopancreas e
diminuicdo dos odcitos no crustaceo Procambarus clarkii (Silveyra et al., 2018).

Omran e Salama (2016) avaliaram o efeito da atrazina e do glifosato no caramujo
Biomphalaria alexandrina. A presenca da atrazina na dgua diminuiu a concentracdo de
testosterona, do 17 B-estradiol e das proteinas deste caramujo, além de causar alteracdes
degenerativas, como a auséncia de fases da gametogénese e de formacgdo do odcito.
Portanto, a escolha deste pesticida como agente toxico a ser testado neste estudo baseou-

se no fato deste ser reconhecidamente um desregulador enddcrino.
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Figura 2 - Esquema da acédo da atrazina em plantas daninhas, seu organismo-alvo, e a absorgéo pelas folhas. A atrazina bloqueia o transporte
de elétrons do fotossistema Il, inibindo a fotossintese
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Adaptado de Albuquerque et al., 2020



30

1.3.17 a-etinilestradiol

Os compostos sintéticos mais utilizados atualmente s&o 0s horménios estrogénios,
como o 17a-etinilestradiol, utilizados na formulagéo de contraceptivos orais (Clouzot et
al., 2008; Laurenson et al., 2014; Avar et al., 2016; Kovacevic et al., 2019). Os hormonios
sao considerados micropoluentes por serem encontrados nos corpos d’agua em baixas
concentracdes (ug L™ ou ng L), mas que séo suficientes para causar algum efeito adverso
a biota aquética, como desregulador endocrino. Pouco se sabe sobre os reais impactos
destes compostos a longo prazo, mas a sua importancia como contaminante ambiental ja
é reconhecida, o que faz com que o ndmero de estudos com esses compostos tenha
aumentado (Pascoe et al., 2002; Cajthaml et al., 2009; Dussault et al., 2009; Al-Ansari et
al., 2010; Contardo-Jara et al., 2011; Zuo et al., 2013; Schwindt et al., 2014; Volkova et
al.,2015; Bovier et al., 2018; Kovacevic et al., 2019)

O hormoénio sintético 17a-etinilestradiol (Figura 3) é derivado do horménio
natural 17p-estradiol (Clouzot et al., 2008; Avar et al., 2016; Belhaj et al., 2017) pela
adicdo de um grupo etinil no C-17. Possui formula C2oH2402, peso molecular de 296,4 g
mol~, baixa solubilidade em agua (Clouzot et al., 2008; Capolupo et al., 2018) e maior

resisténcia a degradacdo, se comparado com o horménio natural (Clouzot et al., 2008).

Figura 3 - Esquema ilustrando a sintese do horménio 17 a-etinilestradiol a partir do

hormonio natural 17 B—estradiol

17p—estradiol

1 7a—etinilestradiol

Adaptado de Clouzot et al., 2008

O hormoénio sintético 17a-etinilestradiol pode ser encontrado em concentragdes

que variam de nanogramas a microgramas por litro, tendo sido encontrado em uma
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concentracio média de 0,001 pg L't na Alemanha e 0,009 pg L™* no Canada em efluentes
de estagdo de tratamento de esgoto (Ternes et al.,1999), 0,073 ug L't em &gua corrente
nos Estados Unidos (Kolpin et al., 2002), 11,6 ug L' em agua corrente no Uruguai
(Griffero et al., 2019), 0,2, 0,6, 0,8, 1,9, 4,3 e 7,0 ng L™ em efluentes de estacdo de
tratamento de esgoto na Inglaterra (Desbrow et al., 1998), 0,45 ng L em efluentes de
tratamento de esgoto na Italia (Baronti et al., 2000), 6 a 310 ng L™* em Campinas, Brasil
(Sodré et al., 2007) , 24 — 480 ng L™ em Piracicaba, Brasil (Torres et al., 2015) e 38,5 ng
L em &gua corrente no Mato Grosso do Sul, Brasil (Sposito et al., 2018) (Tabela 2).

Os efeitos deletérios do hormonio sintético afetam diferentes espécies, e podem
causar danos tanto em animais vertebrados, invertebrados e algas.

Silva et al. (2012) avaliaram o efeito do estrogénio etinilestradiol e uma mistura
de xenoestrogénios encontrados no Rio Douro, Portugal, em macho e fémeas de Danio
rerio. Os resultados evidenciaram que tanto o composto isolado quanto a mistura
causaram efeitos negativos aos individuos, principalmente relacionados a reproducgéo. O
etinilestradiol desregulou a gametogénese de ambos os sexos, diminuindo o volume das
células em estagio de maturacdo e diminuindo o tamanho do corpo dos individuos. Ja a
mistura dos compostos desregulou a gametogénese apenas dos machos, diminuindo o
volume de espermatozoides.

Caspillo et al. (2014) estudaram os genes do peixe Danio rerio apds exposi¢do ao
EE, e observaram que a regulacdo negativa de genes envolvidos na manutencdo e
desenvolvimento dos testiculos contribuiam para a esterilidade funcional e que os genes
predominantes masculinos tiveram diminuicdo na transcricdo levando a uma
desmasculinizacdo das gonadas. Nesse trabalho ndo foi observado efeito nos genes
predominantes femininos. Observou-se aumento da mortalidade e da teratogénese de
embribes do peixe Protosalanx hyalocranius (Hu et al.,, 2017), diminuicdo da
fecundidade e do nimero de ovos em Pimphales promelas (Armstrong et al., 2016), e
diminuicdo do crescimento e da fecundidade em Kryptolebias marmoratus (Voisin et al.,
2016).

O comportamento de roedores (Peromyscus californicus) no qual a geragéo
parental recebeu uma dieta que continha o hormdnio EE; foi monitorado por Johnson et
al. (2018) os quais observaram a vocalizacdo dos filhotes (geracdo F1) e perceberam que
eles emitiam maior vocalizacdo quando houve reducdo do cuidado parental. A geragédo
parental que recebeu a dieta com hormonio teve redugéo no cuidado parental, e a alta

vocalizacdo de seus filhotes era para atrair e aumentar o investimento dos pais (Johnson
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et al., 2018). Também, a exposicdo ao EE, causou alterages nos processos neurais de
ratos, segundo Ceccarelli et al. (2015). Os girinos de Lithobates catesbeianus expostos
ao EE> apresentavam taquicardia, mostrando que esse hormonio afetava diretamente o
musculo do coracéo desses individuos (Salla et al., 2016) enquanto no cladécero Daphnia
magna foi observada uma diminuicdo na producdo de neonatas e na taxa de crescimento
populacional (Luna et al., 2015).

Em testes com algas, concluiu-se que a presenga do hormonio inibiu a densidade
e diminuiu a atividade fotossintética da espécie Desmodesmus communis (Balina et al.,
2015). A diminuicdo da atividade fotossintética também foi observada para a espécie
Dunaliella salina (Belhaj et al., 2017) e para a cianobactéria Microcystis aeruginosa
(Czarny et al., 2019b) e inibicdo do crescimento foi observada para as algas Chlorella
vulgaris e Scenedesmus armatus (Czarny et al., 2019a)

Ao expor individuos em teste multigeracional, as respostas ao contaminante de
uma geracao pode diferir da resposta em outras. Vandenbergh et al. (2003) expuseram
duas geragdes do anfipoda Hyalella azteca ao EE> e observaram que a geragdo parental
ndo apresentou diferenca significativa dos parametros analisados por eles. Porém, na
geragdo Fi, foi observado efeito no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias. Os machos da geracdo F1 tiveram uma reducdo no gnatépodo secundario
(desvantagem reprodutiva), aparecimento de células anormais no trato reprodutivo e
indicios de hermafroditismo (Vandenbergh et al., 2003). Outro estudo multigeracional foi
o de Dietrich et al. (2010) com Daphnia magna. Nesse estudo, a geracao parental teve o
tamanho do corpo e o nimero de neonatas reduzido, efeitos esses que ndo foram
observados em todas as seis geracdes subsequentes. Neste estudo observou-se que 0s

organismos desenvolviam resisténcia ao contaminante por aclimatacao.

1.4. Misturas

Os compostos, no ambiente, na maioria das vezes, ndo sdo encontrados isolados e
sim, em mistura. Os organismos estdo expostos as misturas de contaminantes cujos
compostos podem interagir produzindo efeitos sinérgicos, aditivos ou antagdnicos
(Barata et al., 2006; Mansano et al., 2017; Rocha et al., 2018). Os testes de toxicidade de
mistura sdo realizados para observar a forma de acdo dos compostos, quando agem em

conjuntos, nos organismos (Faust et al., 2001; Pérez et al, 2011).
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Para explicar o comportamento das misturas, sdo usados modelos tedricos
baseados em dois conceitos de referéncia que assumem que n&o existe interacdo entre 0s
compostos e que preveem a toxicidade da mistura esperada com base na toxicidade
individual dos componentes da mistura. Os dois modelos usados sdo de Adicdo de
Concentracdo (CA) e o de Acdo Independente (IA) (Pérez et al., 2011; Freitas et al.,
2014).

O modelo de Adicdo de Concentracéo (Concentration Addition — CA) (Loewe e
Muischnek, 1926) assume que produtos quimicos individuais que tenham 0 mesmo modo
de acdo, agem sobre um mesmo alvo molecular e contribuem para uma resposta comum
em propor¢do as suas toxicidades relativas. Para esse modelo, 0 modo de acdo dos
compostos é conhecido (Ferreira et al., 2008; Pérez et al., 2011; Freitas et al., 2014) e

este conceito pode ser definido matematicamente por (Pérez et al., 2011):

i=1

C;
251
EC,;

n

Onde, Ci é a concentracdo do quimico i na mistura e ECy € a concentragdo de
efeito do quimico i.

O modelo de Agéo Independente (Independent Action — IA) (Bliss, 1939) assume
que compostos individuais afetam, por diferentes modos de acédo, 0s organismos, e devido
a isso, seus efeitos sdo independentes um do outro durante a exposic¢do, absorcéo e acdo
toxica. Nesse modelo, pelo menos um dos compostos tem o modo de acdo conhecido
(Ferreira et al., 2008; Pérez et al., 2011; Freitas et al., 2014). Para este modelo, a formula

matematica é expressa por (Pérez et al., 2011):

n
Y = UMAXH. 1qi(Ci)
1=

Onde, Y denota a resposta biologica, Ci a concentragdo do quimico i na mistura,
qgi (Ci) a probabilidade de ndo-resposta, Umax & resposta do controle para endpoits e IT a
funcéo de multiplicagao.

Quando o modo de a¢do do composto nao é conhecido, ambos os modelos citados
acima podem ser utilizados, e sera escolhido aquele que melhor se ajustar aos dados
(Pavlaki et al., 2011).



34

Os compostos podem interagir uns com os outros e modificar a amplitude e a
natureza do efeito tdxico. As diferentes combinagBes das misturas, quando calculadas
pelos modelos de CA e IA, podem causar efeito toxico de sinergismo (mais severo) ou de
antagonismo (menos severo). Os desvios podem ser dependentes do nivel da dose (Dose
Level — DL), em que se verificam diferentes desvios para baixas e altas concentracoes;
ou dependentes da proporc¢do da dose (Dose Ratio — DR), em que se observam desvios
diferentes a partir da composicao da mistura (Jonker et al., 2005).

Isobolograma (Figura 4) € a representacdo grafica das doses isoladas e em mistura,
que causam um efeito de 50% (ou X%) de duas substancias. Nas coordenadas cartesianas,
0s eixos X e Y representam as concentra¢fes dos compostos quimicos e cada ponto que
conecta os dois compostos representa a concentragdo que atinge a CEso, formando a linha
de aditividade. A sinergia, aditividade e antagonismo sdo determinados quando o ponto
de encontro da CEso dos compostos estiver abaixo, sobre ou acima da linha. Se os pontos
se encontrarem abaixo da linha de aditividade, a acdo é de sinergismo e ao se encontrarem
acima da linha, a acdo é de antagonismo. Caso 0s pontos se encontrem na linha de
aditividade, ndo ocorre interacdo na combina¢do dos compostos (Altenburger et al., 1990;
Cassee et al., 1998; Kruse et al., 2006; Ryal e Tan, 2015).

Figura 4 - Isobolograma mostrando os diferentes tipos de efeito da combinagdo dos
compostos. Curva 1, aditividade (sem interacdo); curva 2, antagonismo; curva 3,

sinergismo

Composto B

Composto A
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1.5. Testes ecotoxicolégicos

Uma importante ferramenta de monitoramento ambiental sdo as analises de
toxicidade que s&o utilizadas para o biomonitoramento de contaminantes ambientais,
avaliacdo da qualidade dos recursos hidricos e avaliacdes de risco ecoldgico (Figura 5)
(Zagatto e Bertoletti, 2006; Magalh&es e Ferrdo-Filho, 2008; Pal et al., 2010; Connon et
al., 2012; Rebelo e Caldas, 2014). Essas analises baseiam-se na avaliacdo da toxicidade
de compostos, substancias ou amostras ambientais e seus efeitos prejudiciais a biota. Para
isso dependem de fatores associados a toxicidade, que podem ser: concentracao,
propriedades da substancia quimica e tempo de exposi¢do do organismo-teste ao agente
toxico (Costa et al., 2008; Pivato et al., 2014).

A vantagem das analises ecotoxicoldgicas, baseadas em organismos Vivos
utilizados como sensores ambientais, em comparac¢ao com o uso de apenas analises fisicas
e quimicas, é que é possivel avaliar a totalidade dos efeitos dos contaminantes puros ou
de misturas complexas, suas possiveis interacdes, e efeitos sobre a biota (Ambrozevicius
e Brandimarte, 2009).

A importancia das analises ecotoxicoldgicas relaciona-se diretamente com o
cenario atual, devido ao aumento e acimulo de compostos quimicos de origem antrépica
em ecossistemas aquaticos. Um exemplo sdo os micropoluentes, que sao definidos como
compostos presentes em pequenas concentracbes e que provocam alteragdes
significativas nos sistemas em que ocorrem (Graciani e Ferreira, 2014). Dentre estes,
inimeros compostos agem como desreguladores enddcrinos, apontados como os de
efeitos mais danosos a biota, por comprometerem a reproducéo das espécies, tendo como
exemplos os farmacos e alguns defensivos agricolas (Reis Filho et al., 2007).
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Figura 5 - Modelo para a avaliagdo de risco ecolégico

Avaliacao de exposicao

Avaliacao de risco

Origem
T 4 2 Toxicidade
ransporte
il ) 4
Transformacao Croénico/Agudo
___________________________ T
Destino . ¢
| Fatores de modificagao
Exposicao I

Bioacumulagao —=> Dose 2 Resposta

N %

Nivel trofico

Habitat Caracterizacao de risco

i)

Estagio de vida

]

Espécies

Caracterizacao do receptor

Adaptado de USEPA, 1988



37

Os testes ecotoxicoldgicos sdo comumente realizados com organismos com
relevancia e representatividade no tipo de ecossistema em estudo. No caso do ecossistema
aquatico, varias espécies de diferentes niveis tréficos e pertencentes a diferentes
comunidades sao utilizadas em protocolos experimentais padronizados. Alguns critérios
devem ser utilizados na escolha e determinacdo da espécie: devem ser usadas espécies
indicadoras ambientais e que apresentem sensibilidade aos contaminantes. Estas espécies
devem ocorrer em elevada abundéancia, ter uma distribuicdo geogréfica abrangente e ter
uma manutencdo vidvel em condicdes experimentais. Os testes podem ser tanto de
toxicidade aguda, que avaliam a exposicdo em um curto periodo de tempo, quanto de
toxicidade cronica, que testam concentracGes subletais e com uma exposic¢ao prolongada
abrangendo uma parte significativa do ciclo de vida do organismo-teste (Rand, 1995;
Costa et al., 2008).

As algas, que sdo fotossintéticas, convertem luz solar, agua e didxido de carbono
para a biomassa algal, tendo uma taxa de crescimento muito grande. Isso faz com que sua
biomassa dobre em pouco tempo, atingindo uma alta produtividade, constituindo uma
nova fonte de producdo de energia. Elas também podem ser cultivadas em aguas residuais
e contribuir para a remocao de nutrientes (Balina et al., 2015).

Por serem produtores primarios, as microalgas desempenham um papel
importante no funcionamento dos ecossistemas aquéticos (Rioboo et al., 2002; Reynolds,
2006; Suman et al., 2015) e qualquer alteracdo na comunidade fitoplancténica, refletira
nos demais niveis troficos da cadeia alimentar, causando impactos na estrutura e no
funcionamento do ecossistema (Ribeiro et al., 2014). Sdo predominantes e sdo bons
organismos-modelo aquéaticos (Suman et al., 2015) pois sdo de facil cultivo em
laboratdrio, os testes sdo relativamente rapidos e o organismo é sensivel ao poluente
(Rioboo et al., 2002; Cypaité et al., 2014; Ribeiro et al., 2014).

Normalmente, o nome das divisfes e classes das algas se referem ao pigmento
predominante ou que da cor ao individuo, como Cyanophyta (cianobactéria, azulada),
Rhodophyta (alga vermelha), Chlorophyta (alga verde) e, os tipos e combinagdes dos
pigmentos fotossintéticos presentes, tém importante funcdo na classificacdo da alga,
assim como a presenca ou auséncia de outros componentes celulares. As algas verdes,
possuem cloroplastos verdes por causa da clorofila que néo fica oculta pelos pigmentos
acessorios, apresentam clorofila a e b e armazenam amido (van den Hoek et al., 1995).

A espécie Raphidocelis subcapitata (anteriormente conhecida como

Pseudokirchneriella subcapitata ou Selenastrum capricornutum Printz) é uma microalga
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de agua doce (Ribeiro et al., 2014) pertencente a Familia Selenastraceae, Classe
Chlorophyceae. Este tipo de alga possui forma de meia lua (Figura 6) e € um organismo
comumente utilizado como organismo-teste em testes de toxicidade (Krienitz et al.,
2011).

Figura 6 - Alga verde Raphidocelis subcapitata. Possui formato meia lua. (Microscopio
Optico, aumento 40x. Tamanho do organismo: 5um)
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Fonte: Miguel, M., 2019

Os organismos zooplancténicos fazem parte das comunidades de invertebrados
aquaticos que desempenham um papel ecoldgico fundamental por serem importantes
consumidores nas cadeias troficas, atuando na ciclagem dos nutrientes e no fluxo de
energia (Tundisi e Matsumura-Tundisi, 2008). Os microcrustaceos de agua doce sdo
bastante utilizados para testes de toxicidade (Rand, 1995; Costa et al, 2008; Abreu et al.,
2010; Oliveira et al., 2018), principalmente os da Ordem Cladocera que possuem um
ciclo de vida curto e sdo partenogenéticos, o que facilita e viabiliza o cultivo sob
condigdes controladas (Rand, 1995; Costa et al, 2008).

Ceriodaphia silvesrii (Figura 7a) é um cladocero pertencente da Familia
Daphnidae amplamente distribuidas nas aguas doce brasileira. E um organismo muito
utilizado e recomendado em analises ecotoxicoldgicas (Abreu et al., 2010; ABNT, 2017).

Ceriodaphnia rigaudi (Figura 7b), da Familia Daphnidae, € uma espécie tropical de
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pequeno tamanho corporal (0,45 + 0,003 mm) com ciclo de vida curto e de facil cultivo
e manutengdo em laboratorio, sendo um organismo adequado para a realizacao de testes
ecotoxicoldgicos. (Mohammed, 2004; 2008; 2009).

Figura 7 - Cladoceros de agua doce. Fémeas adultas (A) Ceriodaphnia silvestrii
(Tamanho do organismo: 1 mm), (B) Ceriodaphnia rigaudi (Tamanho do organismo:

0,92 mm). (Microscdpio estereoscopio, aumento de 50x)

1 mm

Fonte: Miguel, M., 2019

2. Justificativa

A producdo de compostos quimicos vem sendo incrementada ha décadas para
atender as necessidades humanas (Américo et al., 2012; Graciani e Ferreira, 2014) com
variadas aplicacdes na medicina, agricultura, inddstria e uso doméstico (Aquilino et al.,
2019; Griffero et al., 2019).

O aumento da populacdo (Cris et al., 2017) faz com que ocorra aumento na
producéo de alimentos e com isso, a agricultura alcanga producdo em larga escala. Com
0 aumento do cultivo, ocorre um aumento no uso de defensivos agricolas (Aquilino et al.,
2019; Religia et al., 2019).

No Brasil, a comercializagdo de defensivos agricolas ultrapassou 500 mil

toneladas de ingrediente ativo no ano de 2014 (Brasil, 2017). A Portaria Normativa N°
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84 de 1996 classifica os agrotdxicos segundo sua periculosidade, sendo: Classe | (produto
altamente perigoso ao meio ambiente), Classe Il (produto muito perigoso ao meio
ambiente), Classe 11l (produto perigoso ao meio ambiente) e Classe IV (produto pouco
perigoso ao meio ambiente) (Brasil, 1996). Segundo dados do IBAMA (Brasil, 2017), em
2014 foram comercializadas mais de 4 mil toneladas de ingrediente ativo de
periculosidade Classe I, mais de 165 mil toneladas de Classe Il, mais de 307 mil toneladas
de Classe 111 e mais de 31 mil toneladas de Classe IV.

De 2009 a 2014, a comercializacdo dos agrotoxicos cresceu bastante, de 300 mil
toneladas a mais de 500 mil toneladas. Esse crescimento ocorreu em todas as regides
brasileiras, com um aumento do uso dos compostos de Classe Il e 111 (Brasil, 2017).

Sdo utilizados muitos grupos de defensivos agricolas, incluindo o grupo das
triazinas (Feng et al., 2016), que inclui a atrazina, o segundo herbicida sintético mais
usado no mundo (Religia et al., 2019).

Além das aplica¢des na agricultura, 0 aumento da populacdo faz com que aumente
a busca por produtos relacionados a medicina, como os farmacos (Fabbri, 2014). A
utilizacdo e descarte de farmacos tem gerado consideravel preocupacdo desde o século
passado, pois quando estes sdo ingeridos, uma parte é excretada, ocorrendo
consequentemente o0 aumento da concentracdo dos mesmos em esgotos sanitarios (Bila e
Dezotti, 2003).

Dos farmacos, 0os hormonios estrogénios sao muito utilizados atualmente na
formulacdo de contraceptivos orais (Avar et al., 2016; Kovacevic et al., 2019). Um
horménio sintético muito usado é o 17a-etinilestradiol (Avar et al., 2016; Belhaj et al.,
2017), que é frequentemente encontrado no ambiente aquético. Os hormonios sdo
encontrados nos corpos d’agua em baixas concentragdes € ndo se sabe muito sobre seus
reais impactos a longo prazo, mas seu risco ecoldgico ja é conhecido (Pascoe et al., 2002;
Contardo-Jara et al., 2011; Kovacevic et al., 2019).

A maior producdo desses compostos leva a um aumento na contaminagdo dos
recursos hidricos (Sposito et al., 2018) decorrentes de diversas fontes poluidoras. Quando
descartados nos corpos d’agua, alguns compostos provocam efeitos de perturbacdo
enddcrina (Lima et al., 2014; Scognamiglio et al., 2016), porém, ndo se sabe ao certo 0s
reais impactos no ambiente e na saude publica, pois os efeitos a longo prazo ndo sao
totalmente conhecidos (Lima et al., 2014).

Por causar efeitos adversos na biota aquatica (Griffero et al., 2019) mesmo em
baixas concentracGes (Daughton e Ternes, 1999, Ghiselli e Jardim, 2007), tanto o
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hormonio 17a-etinilestradiol quanto o herbicida atrazina, sdo poluentes preocupantes,
sendo assim importante que sejam realizadas pesquisas que permitam conhecer seus
efeitos sobre a biota aquética.

Estudos que avaliem o efeito de compostos quimicos no ambiente aquatico séo
frequentemente realizados com vertebrados e em menor quantidade com invertebrados.
Os invertebrados sdo organismos susceptiveis de serem afetados e sdo mais
representativos das condi¢des locais dos ecossistemas aquéticos, sendo considerados bons
bioindicadores (Huerta et al., 2015). Outro grupo susceptivel de ser afetado é o de
produtores primarios. Os produtores primarios constituem uma parte bastante vulneravel
do sistema aquatico e muito importante para as cadeias troficas. O fitoplancton € muito
sensivel aos contaminantes e devido a isso, tem papel central na avaliacéo de risco por
contaminantes (Faust et al., 2001).

Os compostos ndo sdo encontrados de forma isolada no ambiente e sim em
combinagdo com varias substancias quimicas, que podem interagir e produzir diversos
efeitos. Esses efeitos podem ser mais fortes ou ndo, e os organismos ficam expostos de
forma crénica a essas misturas (Mansano et al., 2017; Rocha et al., 2018).

Devido ao grande uso, ambhos compostos sdo encontrados nos corpos d’agua de
varios paises, inclusive no Brasil. Por terem elevada frequéncia de ocorréncia no
ambiente, por ja terem sido detectados ocorrendo juntos no mesmo corpo d’agua, e por
ambos atuarem como desreguladores enddcrinos no desenvolvimento e reproducao de
espécies de diferentes espécies de diferentes niveis troficos, os impactos que o estrogénio
sintético 17 a-etinilestradiol (EE2) e o herbicida atrazina (AT) podem causar em
componentes da biota aquatica foram avaliados no presente estudo.

3. Obijetivos e hipdteses

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar os efeitos do hormonio 17a-
etinilestradiol e do herbicida atrazina, por meio de testes de toxicidade com a microalga
Raphidocelis subcapitata e os cladoceros Ceriodaphnia silvestrii, Ceriodaphnia rigaudi
e Daphnia magna, e tambem realizar uma avaliacdo de risco destes poluentes para a biota

tropical de 4guas doces.
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3.1.0Dbjetivos especificos

¢ Realizar testes de toxicidade cronica para avaliar o efeito do 17 a-etinilestradiol e
da atrazina, de forma isolada, sobre o crescimento e a reproducdo da espécie de
Ceriodaphnia silvestrii e Ceriodaphnia rigaudi, isoladamente;

e Comparar a sensibilidade e o efeito toxico do etinilestradiol na espécie tropical
Ceriodaphnia silvestrii com a espécie de regido temperada Daphnia magna, aclimatada
a25°GC;

e Realizar teste de toxicidade crénica com a mistura do horménio EE e do herbicida
atrazina (ingrediente ativo) utilizando o cladécero Ceriodaphnia rigaudi como
organismo-teste;

e Observar o efeito intergeracional (até duas geracdes) do hormonio e do herbicida,
de forma isolada, sobre a espécie de Ceriodaphnia silvestrii;

e Avaliar a ocorréncia de possiveis mudancas morfolégicas ao longo do
desenvolvimento dos organismos-teste;

e Avaliar o risco ecoldgico do horménio EE; e do herbicida ATZ, de forma isolada,
no ambiente aquético;

¢ Avaliar os efeitos toxicos do 17 a-etinilestradiol e da atrazina em acdo individual
(ingrediente ativo) sobra a alga Raphidocelis subcapitata;

o Verificar efeitos sobre o teor da clorofila a e rendimento fotossintético da alga;

e Avaliar os efeitos tdxicos das substancias com relacdo a bioquimica da alga
(carboidrato, lipidio total e classes lipidicas).

3.2.Hipoteses

eH4 risco ecologico de extingdo local das espécies Ceriodaphnia silvestrii e
Ceriodaphnia rigaudi porque, a exposicdo ao etinilestradiol e a atrazina diminuem a
fecundidade destes cladoceros;

e A espécie tropical Ceriodaphnia silvestrii € mais sensivel ao etinilestradiol do que
a espécie de regido temperada Daphnia magna devido ao seu menor tamanho e responder
de maneira diferente ao hormonio EE em relagéo a fecundidade;

¢ Os efeitos do etinilestradiol serdo intergeracionais para o cladocero Ceriodaphnia

silvestrii, devido a sua maior sensibilidade;
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¢ Os efeitos da atrazina na espécie Ceriodaphnia silvestrii afetardo a segunda
geracdo em maior intensidade por acumulacdo de efeitos ao afetarem adversamente o
organismo parental;

e A mistura dos compostos, etinilestradiol e atrazina, tera efeito sinergistico e
dependente da dose, afetando a fecundidade das espécies de forma mais potencializada
porque ambos compostos sdo desreguladores enddcrinos,

e A atrazina afetard mais intensamente a alga R. subcapitata que o horménio, por
ter acdo especifica na fotossintese.
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Capitulo 1

Efeito do horménio 17 a-etinilestradiol em um cladécero tropical
(Ceriodaphnia silvestrii) e um claddcero de regido temperada (Daphnia

magna): uma abordagem intergeracional

Resumo

Farmacos podem ser encontrados no ecossistema aquatico, causando diversos efeitos para
a biota. Hormoénios sintéticos sdo amplamente utilizados por mulheres como
contraceptivo oral e podem agir como desreguladores enddcrinos em espécies ndo-alvo.
Nosso estudo teve como objetivo avaliar o efeito do hormoénio sintético 17 a-
etinilestradiol (EE2) na espécie tropical nativa Ceriodaphnia silvestrii e na espécie de
regido temperada Daphnia magna, aclimatada em temperatura mais alta (25 °C). Para
isso foram realizados testes de toxicidade crénica intergeracional (Fo e F1). Os resultados
indicaram que a exposi¢cdo ao hormonio afeta negativamente o tempo desenvolvimento
p6s embrionario e a reproducdo de ambos os cladoceros. Porém, as espécies foram
afetadas de forma diferente: EE, reduziu significativamente a fecundidade de D. magna
na primeira geracdo, mas nao na segunda, sugerindo que os neonatas da primeira geracao
adquiriram resisténcia ao hormonio. Efeito contrario foi observado para a C. silvestrii,
que ndo apresentou efeito na Fo, mas teve a fecundidade reduzida na geracdo Fi. Este
estudo evidencia que os efeitos do EE> em uma espécie, necessariamente ndo representam
os efeitos em outra espécie, mesmo que sejam do mesmo grupo taxondmico. A espécie
nativa do claddcero foi mais sensivel quando comparada com outras espécies, como
indicado pela curva de distribuicéo de sensibilidade das espécies, gerada para o EE>. Com
base nos resultados obtidos pode-se concluir que mais espéecies tropicais nativas precisam
ser avaliadas quanto a sensibilidade a contaminantes emergentes, como 0s hormonios,
farmacos, parabenos. Isto é reforcado pelo fato de que, com base no quociente de risco
MEC / PNEC, o EE: ter sido classificado como composto de alto risco ecoldgico para as

aguas doces tropicais.

Palavras-chave: EE»; toxicidade cronica; contaminantes de preocupagdo emergente;
risco ecoldgico; claddceros tropicais
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Abstract

Pharmaceutical drugs can reach natural aquatic ecosystems, causing a variety of adverse
problems to the biota. Synthetic hormones are used as oral contraceptives worldwide in
large scale by women and may act as endocrine disruptors to non-target species. In this
study, we aimed to evaluate the effect of the synthetic hormone 17 a-ethinylestradiol
(EE>) on the native tropical species Ceriodaphnia silvestrii and on the temperate species
Daphnia magna acclimated at high temperature (25 °C). To this end, intergenerational
(Foand Fy) chronic toxicity tests were conducted. Results indicated that the exposure to
the hormone adversely affected post-embryonic development time and reproduction of
both cladocerans. However, species were affected differently: EE; significantly decreased
D. magna fertility in the first generation, but not in the second, suggesting that neonates
from the first generation acquired resistance to this hormone. An opposite effect was
observed for C. silvestrii to which no significant effect was found in Fo but with a
reduction of fertility of generation F1. This study evidenced that effects of EE> denoted
on one species does not necessarily represent its effect on other species, even when from
the same taxonomic group. The native cladoceran species was more sensitive when
compared to other species as indicated by the species sensitivity distribution curve
generated for EE>. Based on the results obtained it was concluded that more native species
need to be evaluated regarding their sensitivity to emergent concern contaminants as the
hormones, pharmaceuticals and parabens. This corroborates previous findings that more
native tropical species need to be evaluated for their sensitivity to emerging contaminants
such as hormones. Based on the MEC / PNEC risk quotient, EE> was considered of high

ecological risk for tropical fresh waters.

Keywords: EE»; chronic toxicity; contaminants of emerging concern; environmental risk;

tropical cladocerans
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1. Introducéo

Uma das consequéncias do desenvolvimento humano tem sido o aumento
significativo de composto quimicos antropogénicos que sao descartados no ecossistema
aquatico, causando degradacdo ambiental e risco para a vida aquéatica (Campanha et al.,
2015; Altenburgh et al., 2019). Por muitas décadas, grandes esfor¢cos humanos foram
dedicados ao desenvolvimento de produtos quimicos para manter sua propria saide, como
0s medicamentos, ou para atender a muitas outras necessidades dos seres humanos
(Américo et al., 2012). No entanto, a presenca dos farmacos no ambiente aquéatico se
tornou uma preocupacdo mundial, pois a quantidade de quimicos encontrados no
ambiente esta aumentando (Aus der Beek et al., 2016). Um grupo desses farmacos, 0s
horménios sintéticos, podem causar diversos danos na biota aquatica, como
desmasculinizacdo das gbnadas de peixes machos (Caspillo et al., 2014), efeitos adversos
na reproducdo de invertebrados (por exemplo no anfipoda de 4gua doce Hyalella azteca;
Van den Bergh et al., 2003), reducdo da taxa de crescimento e bioacumulacdo em
Chironomus tentans and Hyalella azteca (Dussault et al., 2008, 2009) e danos no
fotossistema de microalga (Balina et al., 2015).

Hormonios sexuais, como 0s estrogénios naturais ou sintéticos, sdao bem
conhecidos como desreguladores enddcrinos (Aris et al., 2014) e podem afetar
negativamente organismos, sua prole e, finalmente, popula¢es, incluindo seres humanos,
mesmo que tais substancias sejam encontradas na ordem de ng L™ ou pg L (Volkova et
al., 20154, b; Di Nisio e Foresta, 2019). Estrogénios sintéticos sdo frequentemente usados
na formulacdo de contraceptivos orais (Torres et al., 2015) e liberados no meio ambiente
por meio de efluentes domiciliares. Eles podem afetar todos os tipos de animais, desde
pequenos invertebrados até grandes vertebrados (Reis Filho et al., 2006). Os estrogénios
sintéticos mais utilizados séo o etinilestradiol e o mestranol (Lintelmann et al., 2003).
Esses hormdnios constituem um problema para os ambientes aquaticos, devido a sua
resisténcia & degradacdo e tendéncia a adsorver a matéria orgénica, se acumulando nos
sedimentos. Podem afetar populagfes mudando a determinagdo do sexo, adiando a
maturidade sexual e reduzindo a expresséo de caracteristicas sexuais secundarias, agindo
como desreguladores enddcrinos (Aris et al., 2014). Assim, € necessario avaliar de forma
crbnica os impactos desses compostos toxicos no ambiente.

Nesse sentido, estudos intergeracionais s&o muito relevantes por avaliar o impacto

a longo prazo da exposicdo ao quimico (Pane et al., 2004). Sabe-se que organismos em
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que a geracdo parental é previamente exposta pode aumentar a tolerancia, se tornando
menos sensiveis ao composto. O contrario também pode ser observado, em que ocorre
uma diminuicédo da toleréncia (Pane et al., 2004). Em ensaios intergeracionais as respostas
podem diferir ao longo das geracGes. Van den Bergh et al. (2003), por exemplo,
observaram que a geracao parental (Fo) do anfipoda Hyalella azteca, ap6s exposic¢éo ao
hormonio sintético 17 a-etinilestradiol (EE2), ndo foi afetada significativamente, mas a
primeira geracdo filial (F1) sofreu efeito no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias com diminuicao do tamanho do gnatdépodo secundario dos machos e presenca
de células reprodutivas anormais com indicativos de hermafroditismo. Efeitos na
reproducdo foram encontrados para Daphnia magna com diminui¢do do tamanho do
corpo da primipara e do nimero de neonatas produzidos na geracdo parental (Dietrich et
al., 2010). Entretanto, esses efeitos ndo foram observados nas seis geracfes subsequentes.
Os autores acreditam que 0s organismos podem adquirir resisténcia ou tolerancia ao EE2
por aclimatacdo ao quimico (Dietrich et al., 2010). O efeito estressante do EE> em D.
magna pode ser demonstrado na reproducéo sexual (Paland et al. 2005).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do EE, em parte do ciclo de vida
do cladécero de regido temperada Daphnia magna e no de regido tropical Ceriodaphnia
silvestrii, com énfase na reproducéo. Para isto, foram feitos testes de toxicidade crénica
intergeracional para determinar o efeito do horménio em alteragcbes morfoldgicas, de
crescimento e reproducdo para ambas as espécies. Os parametros reprodutivos incluiram
0 tempo de geracdo (tempo para produzir neonatas) e o nimero de neonatas produzidos
por fémea até a terceira ninhada. A fim de excluir a influéncia da temperatura em
eventuais diferencas nas respostas entre as duas espécies, os testes de toxicidade com a
D. magna foram realizados a 25 °C, temperatura maior do que a normalmente usada em
experimentos com este claddcero — 20 a 22 °C (OECD, 2012).

2. Materiais e métodos

2.1.Cultivo e manutencédo da Daphnia magna e Ceriodaphnia silvestrii

A metodologia de cultivo seguiu os procedimentos descritos nos protocolos
padronizados para Daphnia (OECD, 2012, modificado pela alteracdo da temperatura,

utilizando uma temperatura mais alta - 25°C — na qual a espécie ja esta aclimatada em



61

laboratdrio ha mais de 5 anos) e Ceriodaphnia (EPA, 2002; ABNT, 2017). O cultivo de
D. magna e C. silvestrii foram mantidos em camara de incubacdo (FANEM®, mod. 347
CDG) com condi¢bes controladas de temperatura 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12h
claro:12hescuro. D. magna foi alimentada com uma concentragdo de 3 x 10° cel mL™ (ad
libitum) da suspenséo da alga verde Raphidocelis subcapitata cultivada em meio Chu-12
(ABNT, 2018, modificado pela substituicdo do meio Oligo recomendado pelo protocolo
para 0 meio Chu-12 onde as culturas de algas ja estdo adaptadas a longo tempo) e, com 1
mL L* de aditivo alimentar que consiste em racdo fermentada de peixe (TetraMin®,
Brasil) acrescida de levedura. C. silvestrii foi alimentada com a suspensdo algal de R.
subcapitata cultivada em meio Chu-12 (ABNT, 2017, 2018) na concentragéo de 2 x 10°
cel mLt (ad libitum) mais 1 mL L™ de aditivo alimentar (usado para D. magna). A agua
do cultivo foi renovada trés vezes por semana, momento em que era fornecido alimento
aos organismos. Antes dos testes cronicos com o hormonio, a saude fisioldgica dos
organismos-teste foi checada através de testes de toxicidade aguda com uma substancia
de referéncia (dicromato de potassio para D. magna — OECD, 2004; e cloreto de sodio
para C. silvestrii, ABNT, 2017).

2.2.Padrao analitico e solucdo-teste

EE> (pureza > 98%, padrao analitico) foi obtido da Sigma Aldrich (CAS: 57-63-
6). Por ter baixa solubilidade em agua, o horménio foi dissolvido em metanol 99,5%
(Merck, Brasil) e diluido em &gua reconstituida, preparando uma solucéo estoque de 2000

ug Lt para o teste com a D. magna e 2500 pg L™ para o teste com a C. silvestrii.

2.3.Teste de toxicidade cronica

Os testes de toxicidade cronica foram realizados de acordo com os protocolos da
OECD (2012), ABNT (2017) e EPA (2002), adaptados em relagdo ao nimero de réplicas.
Os testes foram semi-estaticos com cinco réplicas para cada concentragdo do horménio e
controles, com um individuo em cada réplica. O controle continha apenas agua
reconstituida, enquanto as solugdes-teste foram feitas com a diluigdo da solucdo estoque
de EE2 com agua reconstituida. Os organismos foram alimentados com suspensao algal

(descrita acima) em toda renovacao das solugdes do teste, que era feita dia sim e dia ndo
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(EPA, 2002; OECD, 2012; ABNT, 2017). Os testes foram mantidos em incubadoras com
as mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo especificados para o cultivo.

O teste intergeracional foi realizado para avaliar o efeito do EE> na reproducéo da
geracdo parental (Fo) e da primeira geracao filial (F1). Para isso, as concentracdes testadas
do hormonio foram: 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg L?, além do controle com &gua
reconstituida e do controle com o solvente metanol (concentragdo final: 0,005%). A
geragéo Fo iniciou-se com neonatas com menos de 24 horas e foi finalizado quando todos
os individuos do controle produziram a terceira ninhada. Os neonatas da terceira ninhada
da primeira geracdo (Fo) foram utilizados para iniciar o teste da segunda geracéo (F1).
Para isso, neonatas com menos de 24 horas de cada tratamento (controles e tratamentos
com a cinco concentragdes do teste anterior) foram transferidos para solucdo teste nova
nas mesmas concentracdes que eles nasceram do teste com a geracgéo Fo (Clubbs e Brooks,
2007).

As varidveis abidticas foram mensuradas no inicio, uma vez na semana e no fim
do teste. As varidveis mensuradas incluem pH (Micronal, B371), oxigénio dissolvido
(sonda multiparametro Hann, HI 9146), dureza (método de CaCOs com EDTA, EPA,
1982) e temperatura (sonda multiparametro Hanna, HI 9146) para controle com agua
reconstituida, controle com metanol, menor, média e maior concentracdo das solucdes
com hormonio, como recomendado pela OECD (2012) e ABNT (2017).

2.4.Distribuicéo da sensibilidade das espécies

Para comparar a sensibilidade das duas espécies de cladoceros para 0 EE> com
organismos de outras espécies de invertebrados e vertebrados, uma curva de distribuicao
de sensibilidade das espécies (SSD — Species Sensitivity Distribution) foi construida
usando valores de NOEC obtidos no presente estudo com valores correspondentes para
outras espécies. Para a comparagédo, os dados dos outros organismos foram reunidos a
partir do banco de dados USEPA ECOTOX (http://cfpub.epa.gov/ecotox/) e

suplementado com dados da literatura. Foram considerados dados laboratoriais de

toxicidade para organismos de agua doce, incluindo fitoplancton, invertebrados e
vertebrados com foco na reprodugdo, NOEC e CE1o. Quando uma espécie apresentava

mais de um valor, era calculada a média geomeétrica.
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A curva SSD foi plotada utilizado o software ETX 2.0 (Van Vlaardinger et al.,
2004). Usando o mesmo software, foi calculado os valores de HCs e HCso (concentragéo
perigosa para 5% e 50% do conjunto de espécies incluidas na SSD, respectivamente) e
seus respectivos limites de confianca, baseado na metodologia desenvolvida por
Aldenberg e Jaworska (2000). A log-normalidade foi testada com o teste de Anderson-

Darling que esta incluso no pacote do software ETX.

2.5.Avaliacdo de risco ecoldgico

A avaliagdo preliminar de risco do EE: foi realizada com base no quociente de
risco (RQ — Risk Quotient), que é calculado pela razéo entre concentracdo ambiental
prevista ou medida (PEC ou MEC, respectivamente) e a concentragdo sem efeito previsto
(PNEC): RQ = PEC ou MEC / PNEC. Os valores de RQ > lindicam alto potencial de
risco e RQ < 1 indicam baixo potencial de risco (Papadakis et al., 2015).

Nesse estudo, foi utilizado o valor da MEC estimado pela literatura para rios
brasileiros (valores de outros paises podem ser encontrados na Tabela Al do Apéndice
A), pois trabalhamos com um organismo teste nativo tropical (C. silvestrii) e um de regido
temperada (D. magna) que foi aclimatado e cultivado em temperatura de 25 °C, por mais
de cinco anos. Foram utilizadas as concentra¢cdes minimas e maximas de EE> obtidas dos
estudos conduzidos em Campinas (Sodré et al., 2007) e Piracicaba (Torres et al., 2015),
ambas localizadas no Estado de S&o Paulo, Brasil.

Os valores de PNEC foram calculados dividindo a média de HCs da curva SSD
por um fator de avaliagdo:

5% SSD (IC 50%)

PNEC =
AF

Onde, IC 50% = intervalo de confianca e AF = fator de avaliagéo. O valor de AF
foi estabelecido em 5, conforme recomendado por TGD (2003). Nesse caso, considerando
0s poucos valores disponiveis para a toxicidade cronica de EE> para todos 0s grupos

taxondmicos, o AF sera 5, devido ao valor de incerteza.
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2.6.Andlise estatistica

Os dados para o pardmetro reprodutivo de D. magna e C. silvestrii foram
analisados usando o software SigmaPlot v11.0 (Systat Software Inc., 2008). A
normalidade (Shapiro-Wilk) e a homogeneidade dos dados (Levene), bem como as
diferencas entre os tratamentos, foram avaliados por analise de variancia (ANOVA). Essa
andlise foi seguida pelo teste de Dunnet, quando os dados atendiam os critérios de
normalidade e homocedasticidade. Para os dados que ndo atendiam a esses requisitos, foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Em

todos os testes estatisticos, foi adotado um nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

3. Resultados

3.1.Validacgéo do teste

Os valores obtidos para os parametros fisicos e quimicos, medidos durante 0s
testes, permaneceram na faixa recomendada pelas normas técnicas da OCDE (OCDE,
2012), ABNT (ABNT, 2017) e EPA (2002). Nos testes para D. magna, o pH variou entre
7,7 e 7,9; oxigénio dissolvido de 4,11 a 8,04 mg L; temperatura de 24,0 a 25,6 °C e
dureza de 164 a 204 mg de CaCOs; L. Para a C. silvestrii, o pH variou de 7,3 a 7,65;
oxigénio dissolvido de 7,15 a 8,07 mg L; temperatura de 24,4 a 25,5 °C e dureza de 42
a48 mg de CaCOs L. No final do teste, a mortalidade de adultos do controle ndo excedeu
20%, conforme recomendado pelas normas técnicas EPA (2002), OCDE (2012) e ABNT
(2017).

3.2.Fecundidade dos cladéceros

O numero total de neonatas produzidos até a terceira ninhada pelas fémeas de D.
magna e C. silvestrii, para ambas geracOes, parental (Fo) e segunda geracdo (Fi), é
apresentado na Figura 1. Para D. magna, a producdo de neonatas da geracdo Fo foi
significativamente menor em comparagdo ao controle para populacfes expostas a 250,
500 e 1000 pg de EE, Lt (One Way ANOVA; Fs24 = 6,957 p < 0,001; teste de Dunnett
p < 0,050). No entanto, para a geracdo F1, ndo houve diferengas significativas entre D.
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magna exposta a qualquer um dos tratamentos com os controles EE> (Figura 1; One Way
ANOVA; Fs24 = 2,266 p = 0,080). Os resultados do teste com a C. silvestrii deram
resultados diferentes: para a geracdo Fo, ndo foram observadas diferencas significativas
no namero de neonatas produzidos por fémeas expostas ao EE> com as fémeas do grupo
controle (One Way ANOVA,; Fs24 = 1,412 p = 0,256). Para a geracdo Fi, foram
encontradas diferencas significativas apenas nas concentracdes intermediarias de EE>
(125 e 250 pg L), em que o ndmero de neonatas produzidos foi menor que no controle
(Figura 1; Kruskal-Wallis; H = 23,969 p < 0,001, teste de Dunn p < 0,05).

Figura 1 - Numero de neonatas (média + DP) produzidos pelas geracdes Fo e F1 de
Daphnia magna e Ceriodaphnia silvestrii expostas ao EE» em testes de toxicidade cronica
por 12 dias para Fo e 13 dias para F1 e apds 9 dias de exposicdo para Fo e 10 dias para F1,
respectivamente. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre tratamentos e

controle
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3.3.Tempo de geragéo

O tempo de geracdo (de neonata até neonata) da D. magna para as trés ninhadas
das geracgoes Fo e F1 séo apresentadas na Figura 2. Exceto para a maior concentragdo da
terceira ninhada da geragdo F1 (1000 pg L; One Way ANOVA,; Fs24= 2,800 p = 0,040;
teste de Dunnett p < 0,050), ndo foi observado diferenca significativa (Figura 2a).

Paraa C. silvestrii, a Fo apresentou diferenca significativa para a segunda e terceira
ninhada, ambos em 125 pg L, produzindo neonatas mais rapido que o controle (Kruskal-
Wallis, H = 17,977 p = 0,003; teste de Dunn p < 0,05; Kruskal-Wallis, H = 17,722 p =
0,003; teste de Dunn p < 0,05). Na geracdo Fi, diferencas foram observadas para a
primeira ninhada em 125 pg L™ (Kruskal-Wallis, H = 27,017 p < 0,001, teste de Dunn p
< 0,05), para a segunda ninhada em 125 e 500 pg L (Kruskal-Wallis, H = 22,778 p <
0,001; teste de Dunn p < 0,05) e para a terceira ninhada em 125, 250, 500 e 1000 pg L™
(Kruskal-Wallis, H = 44,165 p < 0,001; teste de Dunn p < 0,05) (Figura 2b).

Figura 2 - Tempo de geracdo (média £ DP) (tempo para 0 neonata crescer e produzir
neonatas - dias) para a geracéo Fo e F1: (A) Daphnia magna e (B) Ceriodaphnia silvestrii,
expostas a uma faixa das concentracdes do hormdnio etinilestradiol (EE>) e controle (C).

Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre tratamentos e controle

10 +

Idade da fémea (dias)
i
1

C [[M62,5ueg L™ [

T  p— T y T T = f T f T T . ¥ . .
PrimeiraFO Segunda FO Terceira FO -- Primeira F1 SegundaF1 TerceiraF1 Primeira FO Segunda FO Terceira FO & PrimeiraF1 SegundaF1 Terceira F1

Ninhadas de Daphnia magna Ninhadas de Ceriodaphnia silvestrii

500pg LR 1000ug L™

L,




Predicted affected fraction

67

3.4.Comparagcéo da sensibilidade entre espécies e avaliagdo de risco ecoldgico

A partir da curva SSD (Figura 3) foi possivel deduzir que o cladocero tropical C.
silvestrii € mais sensivel do que todos os outros microcrustaceos, incluindo a
Ceriodaphnia dubia e D. magna (tanto a do nosso estudo — negrito - quanto a de outros
estudos — sem negrito), espécies de regides temperadas e que sdo amplamente utilizadas
como espécies padrdo de testes com crustaceos. C. silvestrii também foi mais sensivel
que as larvas aquéticas do inseto Chironomus tentans, que € uma espécie comumente
utilizada em testes em regides temperadas. Por outro lado, foi menos sensivel que as algas
verdes Pseudokirchneriella subcapitata e Desmodesmus subspicatus, moluscos e peixes
(Figura 3).

Figura 3 - Curva de distribuicdo de sensibilidade das espécies (SSD), plotada com base
nos valores de concentrac@es de efeitos ndo observados (NOEC) do horménio sintético
17 a-etinilestradiol (EE2) obtidos experimentalmente para Ceriodaphnia silvestrii e
Daphnia magna (em negrito) e valores da literatura para todas as outras especies e

também incluindo dados de literatura para Daphnia magna (ndo negrito)
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Os valores da concentragdo perigosa de EE> que afetam 5% e 50% (HCs e HCsq,
respectivamente) do conjunto de espécies incluidas na SSD sdo apresentados na Tabela
1.1

Tabela 1.1 - Valores médios das concentracdes perigosas do hormdnio sintético 17 a-
etinilestradiol (EE2) que afeta 5% (HCs) e 50% (HCso) de todas as espécies incluidas no
SSD (Figura 3) e seus respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95 %)

HCs (ug L) HCso (ug L) Organismos (ug L1)?
EE2 HCs IC 95% HCxo IC 95% D. magna | C. silvestrii
NOEC | 0,0215 | 0,000731-0,195 17,8 | 3,1-102,7 125 62,5

@Valores da concentracdo de efeito ndo observado (NOEC) para os organismos deste estudo

Os valores de PNEC, MEC e RQ sdo apresentados na Tabela 1.2. Os valores de
PNEC foram obtidos pela divisdo do valor de HCs por AF (igual a 5) (TGD, 2003). De
acordo com os resultados, o EE> apresenta um alto risco potencial para a biota de agua
doce brasileira, porque os valores encontrados de RQ foram superiores a 1, tanto para as

concentracdes ambientais baixa como para as altas.

Tabela 1.2 - Risco ecoldgico do horménio sintético 17 a-etinilestradiol (EE2) expresso
como Quociente de Risco Ecologico (RQ), com base na concentracdo perigosa de 5%
(HCs) das espécies na SSD (PNEC - pg L1). MEC1 (ug L) baseada na concentragio
ambiental minima e MEC2 (ug L) na concentragdo ambiental méaxima; RQ1
(MEC1/PNEC); RQ2 (MEC2/PNEC), medido em rios urbanos brasileiros

MEC RQ da MEC RQ da

minima | MECmin | maxima | MECmax

Cidades PNEC

Campinas 0,0043 0,006% 1,39 0,312 72,09

Piracicaba | 00043 | 0,024° 5,58 0,48° 111,62

4 Dados de Sodré et al., 2007;b Dados de Torres et al., 2015
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4. Discussao

4.1.Efeitos do EE2 na fecundidade

A exposicéo cronica de D. magna ao EE; afetou negativamente sua reprodugao
(fecundidade - numero de neonatas por fémea) na primeira geracdo (Fo), mas ndo na
segunda (F1). Por outro lado, a reproducéo da espécie tropical C. silvestrii ndo foi afetada
em Fo, mas foi afetada em F1. Clubbs e Brooks (2007) avaliaram a resposta de EE», 20-
hidroxiecdisona, faslodex e testosterona em D. magna. Indo de acordo com nosso estudo,
eles observaram que o EE> diminuiu a fertilidade de Fo em todas as concentragdes testadas
(62,5 a 1000 pg L) e que houve uma diminuigdo na fertilidade de F1 em 1000 pg L.
Para todos os compostos testados, a geracdo F1 ndo foi afetada tanto quanto a geracgéo Fo,
indicando que organismos das geracGes seguintes podem adquirir resisténcia ao
contaminante (Clubbs e Brooks, 2007).

Reducdo no nimero de neonatas em Fo e resisténcia na geracdo F1 também foram
reportados por Dietrich et al. (2010) apds a exposicdo de D. magna a quatro
medicamentos, entre eles o EE>. Essa resisténcia pode ser fisiologica ou genética. Os
organismos podem adquirir tolerancia a contaminantes por aclimatacdo (evento
fisiol6gico) ou por adaptacdo genética devido a selecdo natural (Klerks e Weis, 1987;
Dietrich et al., 2010). A combinacdo de condig¢des climaticas e contaminantes quimicos
pode induzir a tolerancia das espécies (Moe et al., 2013). No presente estudo, a resisténcia
observada para D. magna sugere aclimatacdo ao contaminante. No entanto, € importante
notar que nem todos os claddceros expostos ao EE> adquirem resisténcia nas geracdes
subsequentes, como verificado em nosso estudo para a C. silvestrii.

A reproducdo da C. silvestrii foi afetada apenas na segunda geracdo (Fi). Em
concordancia com isso, Baldwin et al. (1995) e Brennan et al. (2006) observaram resposta
semelhante de D. magna ap0s a exposicao ao estrogénio dietilsbestrol (DES) (0,2 a 0,5
mg L™). Nos estudos citados, ndo houve efeitos na geragdo Fo, mas houve reducio
significativa no nimero de neonatas na segunda geracdo. Embora os autores ndo tenham
apresentado explicacOes para esse efeito, eles referenciam Baldwin et al. (1995), que
verificaram que houve uma diminuigdo significativa da taxa de eliminacdo de dois
principais metabolitos do hidroxilato de testosterona e um aumento da glicose conjugada,

simultaneamente, na D. magna exposta ao DES. Portanto, parece possivel que a
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interrupcao endocrina na metabolizacdo da testosterona possa estar ligada a diminuicao
da fecundidade na segunda geracéo.

A diminuicdo da fecundidade nas gera¢des F1 (e ndo na Fo) também foi observada
por Borgatta et al. (2015), apos a exposicdo de Daphnia pulex aos farmacos endoxifeno
e 4-hidroxi-tamoxifeno. E possivel que a salde da neonata da geracdo Fo tenha sido
enfraquecido, nesse caso, tornando-os mais suscetiveis ao EE> na geragdo F1. Além disso,
a maior sensibilidade na F1 também pode ser explicada pela pré exposicdo desses
organismos ao produto quimico nos processos de oogénese e embriogénese (Borgatta et
al., 2015). Além da diferenca da sensibilidade, outros estudos ndo observaram diferencas
significativas na reproducdo de organismos Fo e F1 expostos ao EE2, como é o caso do
observado por Luna et al. (2013) para o gastropode Physa pomilia e por Hallgren et al.
(2012) para os gastropodes Radix balthica e Bithynia tentaculata. Assim, pode-se
concluir que os diferentes efeitos dos produtos quimicos entre as geracdes Fo e F1 sdo

especificos para cada espécie e composto.

4.2. Tempo de geracao influenciado pela exposicéo ao EE>

O tempo de geracdo (tempo de neonatas produzirem neonatas — em dia) de C.
silvestrii foi afeado nas concentra¢des intermediarias ou maiores de EE>, nas geragdes Fo
e F1 (Figura 2b). Nas populacGes afetadas pelo EE, as ninhadas foram produzidas em
idade mais precoce que o controle, acelerando a maturidade juvenil. O tempo de geracéao
também foi reduzido na terceira ninhada da geracdo F1 de D. magna ap0s exposicdo a
maior concentragdo de EE> (Figura 2a). Em contraste com o padrdo encontrado de
aceleracdo da maturidade no presente estudo, estudos anteriores observaram que o
medicamento antiepilético carbamazepina atrasou a maturidade na primeira ninhada de
C. dubia (Lamichhane et al., 2013) e D. pulex (Lirling et al., 2005) O mesmo efeito de
atraso foi verificado na geracéo F> de C. dubia exposta aos medicamentos prednisolona e
dexametasona (Bal et al., 2017).

Quanto a fecundidade, os efeitos do EE2 no tempo de geragdo também podem ser
bastante variaveis, dependendo da espécie e do composto. Por exemplo, Dietrich et al.
(2010) observaram que individuos de D. magna da geragédo Fo expostos ao EE», atingiram
a maturidade mais rapidamente que os do controle, mas que as geracdes subsequentes (F1,

F2, F3, F4 e Fs) ndo foram significativamente afetadas pelo EE>. Eles também verificaram
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que a resposta de D. magna, quando exposta a outros compostos (carbamazepina,
diclofenaco e metoprolol (isolado e em combinacdo com EE>)), diferia da resposta para
EE>, e que as misturas de medicamentos ndo afetaram o tempo de geracdo de D. magna

nas geragoes Fs, F4 e Fs (Dietrich et al., 2010).

4.3.Sensibilidade ao EE2 de espécies tropicais versus espécies temperadas

A comparacOes de sensibilidade entre espécies de regiGes temperadas e tropicais
demonstraram que ndo ha sensibilidade consistente maior ou menor de espécies de
regides tropicais em compara¢do com suas contrapartes de regiGes temperadas, embora
possam ocorrer diferencas dependendo da espécie e do composto avaliado (Daam e Van
den Brink, 2010).

Estudos anteriores observaram uma maior sensibilidade da espécie tropical C.
silvestrii do que algumas espécies de regides temperadas padronizadas para teste, como
D. magna. Por exemplo, C. silvestrii foi mais sensivel que D. magna ao acetaminofeno,
propranolol e diclofenaco (Oliveira et al., 2018), ao bisfenol e nonilfenol (Spadoto et al.,
2017) e ao carbofuran e diuron (Mansano et al., 2016). A partir do presente estudo (ver
Figura 3) e dos estudos anteriores citados, pode-se concluir que, devido a aparente alta
sensibilidade a varios compostos, a C. silvestrii € uma espécie adequada para substituir
D. magna em avalia¢Bes de toxicidade de regiGes tropicais. O uso de espécies tropicais
(locais) também foi previamente recomendado pelos seguintes motivos: i) faz uma
avaliacdo ecologicamente realista da sensibilidade e do risco potencial da substancia; ii)
reduz restri¢Oes logisticas; e iii) evita o risco de introduzir espécies exoticas (temperadas)
no ecossistema (tropical) (Mansano et al., 2016; Rocha, et al., 2018).

5. Conclusao

Nossos resultados demonstraram que as concentracdes testadas de EE afetam
ambas as espécies, embora de maneiras diferentes, apesar de terem sido cultivadas e
aclimatadas as mesmas condic¢Ges em laboratorio.

Os dados de toxicidade obtidos de uma regido ndo podem ser extrapolados para

espécies de outra regiéo.
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Capitulo 2

Efeito do hormonio sintético 17a-etinilestradiol e do herbicida atrazina na

microalga Raphidocelis subcapitata

Resumo

O uso de compostos quimicos vem aumentando com o crescimento populacional e o
descarte desses compostos pode causar danos a biota aquéatica. O herbicida atrazina (ATZ)
e o hormonio sintético 17 a-etinilestradiol (EE2) tém sido encontrados com frequéncia
nos corpos d’agua. As microalgas possuem grande importancia para o funcionamento dos
ecossistemas, constituindo a base da cadeia tréfica. Com isso, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da ATZ e do EE,, de forma isolada, na microalga Raphidocelis
subcapitata, por meio de testes de toxicidade crénica e analises bioquimica. Os resultados
mostraram que ambas substancias afetam a microalga, diminuindo o teor de clorofila a
(em 1620 e 4860 pg L™ para EE; e em 8, 16, 32 e 64 ug L para ATZ), diminuindo o
rendimento fotossintético da alga na maior concentracdo do hormdnio e em quase todas
concentracdes da ATZ e afetando a composicdo das classes lipidicas. A exposi¢do ao EE>
causou hormesis no crescimento da alga e aumentou o teor de carboidrato nas duas
maiores concentragtes (1620 e 4860 pg L) e diminuiu a concentragdo de lipidios na
concentragdo de 180 g L. Ja a ATZ, reduziu o crescimento na maior concentragéo (64
ug L) e ndo foi observado efeito significativo quanto ao teor de carboidrato e lipidios
totais. Os resultados obtidos neste estudo mostram que mesmo em baixas concentraces,
a ATZ e o EE, afetam a microalga e esse efeito, a longo prazo, pode alterar afetar

negativamente a estrutura e o funcionamento do ecossistema aquatico.

Palavras-chave: Fitoplancton; analise bioquimica; citometria de fluxo; PhytoPam;

farmaco; pesticida
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Abstract

The use of chemical compounds has been increasing with population growth and its
descarte that can cause damage to aquatic biota. The herbicide atrazine (ATZ) and the
synthetic hormone 17 a-ethinylestradiol (EE2) have been found frequently in surface
waters. Microalgae is more important to ecosystems, constituting the base of the food
chain. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of ATZ and EE>, in isolated
form, on the microalgae Raphidocelis subcapitata through chronic toxicity tests and
biochemical analysis. The results showed that both compounds affect the microalgae,
decreasing the chlorophyll a (1620 and 4860 pg L™ for EE; and 8, 16, 32 and 64 ug L
for ATZ), decreasing algal photosynthetic yield in hight EE> concentration and in all ATZ
concentration and affecting the lipid classes composition. Exposure to EE. caused
hormesis stimulating growth of algae, increased carbohydrate content in two hight
concentration (1620 and 4860 pg L™) and decreased lipid content in 180 pug L. ATZ, on
the other hand, reduced growth in hight concentration (64 pug L) and there was no
significant effect on the content of carbohydrate and total lipids. This study shows that
even in low concentrations, ATZ and EE> can affect microalgae and this effect, in the

long term can alter and damage the structure and functioning of aquatic ecosystems.

Keywords: Phytoplankton; biochemical analysis; flow cytometry; PhytoPam;

pharmaceuticals; pesticide
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1. Introducéo

O uso e descarte de muitos produtos quimicos empregados na medicina,
agricultura, industria e em usos domésticos estdo levando a percepcdo de problemas
relacionados aos efeitos dos chamados contaminantes de preocupacdo emergente
(farmacos, hormdnios e produtos de higiene pessoal) em diferentes niveis de organizagdo
do ambiente (Sposito et al., 2018; Aquilino et al., 2019; Griffero et al., 2019). Mesmo em
baixas concentracOes, 0 elevado descarte dessas substancias contribui para a dispersao e
acumulo desses compostos em ambientes aquaticos, ocasionando efeitos prejudiciais nos
ecossistemas aquaticos e sobre a saide humana (Machado et al., 2016; Griffero et al.,
2019).

Com o aumento exponencial da populacdo humana e de animais criados para a
sua alimentacdo, a producdo agricola tem tido obrigatoriamente de crescer em escala
proporcional, requerendo cada vez mais 0 uso de compostos para o controle de pragas ou
para 0 crescimento e maturacdo mais rapida dos produtos agricolas (Carvalho, 2017;
Aquilino et al., 2019; Religia et al., 2019). Os pesticidas ou defensivos agricolas tém sido
amplamente usados (Piccoli et al., 2016; Carvalho, 2017; Tian et al., 2018). Estes incluem
muitos grupos de compostos, como os organoclorados, carbamatos, organofosfatos,
piretréides, (Feng et al., 2016; Carvalho, 2017) anilinas, amidas e triazinas (Feng et al.,
2016).

Griffero et al. (2019) registraram 82 contaminantes ocorrendo em concentracdes
variando de <0,1 pug L* até >10 pg L™ na Laguna de Rocha e Laguna de Castillos
(Uruguai) e dentre eles, farmacos, horménio e defensivos agricolas. Feng et al. (2016),
reportaram 21 substancias na agua potavel na China, entre elas, herbicidas, acaricidas e
fungicidas que, mesmo na concentragéo de ng L%, foram consideradas sendo de alto risco
ecologico.

Os farmacos sdo continuamente descartados no ambiente através dos esgotos
domeésticos e industriais e, devido ao descarte continuo, 0s organismos aquaticos ficam
expostos de maneira cronica a esses compostos podendo apresentar diversas alteracoes
em processos fisioldgicos (Lamichhne et al., 2013; Luna et al., 2013; Fabbri, 2014).

Entre os contaminantes registrados em amostras de agua, a atrazina (ATZ) e 0 17
a-etinilestradiol (EE2) s&o identificados com frequéncia. A atrazina € um herbicida da

classe Triazina, sendo o segundo herbicida mais usado no mundo e age inibindo o
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transporte de elétrons no fotossistema Il, prejudicando a fotossintese (Religia et al.,
2019). Possui a formula estrutural CsH14CINs, peso molecular de 215,69 g mol™ (Faust et
al., 2001; Brain et al., 2012). O horménio sintético 17 a-etinilestradiol é derivado do
hormonio natural 17p-estradiol (Avar et al., 2016; Belhaj et al., 2017) e possui formula
Ca0H240, peso molecular de 296,4 g mol™ e baixa solubilidade em agua (Capolupo et
al., 2018).

As analises ou testes ecotoxicoldgicos sdo importantes ferramentas desenvolvidas
para se avaliar de forma eficiente e rapida os efeitos de diferentes contaminantes sobre os
organismos Vivos a eles expostos permitindo relaciona-los diretamente com o cenario
atual, por conta do aumento e acuimulo de compostos quimicos de origem antrdpica em
ecossistemas aquaticos. (Graciani e Ferreira, 2014). InUmeros compostos agem como
desreguladores enddcrinos e sdo apontados como os de efeitos mais danosos a biota, por
comprometerem a reproducdo das espécies dentre eles os farmacos e alguns defensivos
agricolas (Reis Filho et al., 2007).

Vaérias espécies de diferentes niveis troficos e pertencentes a diferentes
comunidades sdo utilizadas em protocolos experimentais padronizados (Rand, 1995;
Costa et al., 2008). Os organismos usados em testes ecotoxicoldgicos devem possuir
relevancia e representatividade no tipo de ecossistema a ser estudado. As microalgas, por
serem produtores primarios, desempenham um papel importante no funcionamento dos
ecossistemas aquaticos tanto marinhos como de agua doce (Reynolds, 2006; Suman et
al., 2015) constituindo a base principal das cadeias troficas. AlteracGes na comunidade
fitoplanctonica tém reflexos importantes nos demais niveis tréficos afetando tanto a
estrutura como o funcionamento dos ecossistemas (Ribeiro et al., 2014).

As algas verdes sdo assim chamadas por possuirem cloroplastos verdes por causa
da clorofila ndo oculta pelos pigmentos acessorios. Apresentam clorofila a e b e
armazenam amido (van den Hoek et al., 1995). O fotossistema | (PSI) e o fotossistema Il
(PSII) sdo componentes do aparelho fotossintético, sendo que o PSII catalisa a
transferéncia de elétrons induzida pela luz através de um complexo pigmento-proteina.
Esse fotossistema é composto por polipeptidios que compdem um complexo formado
pela clorofila, um sistema de separacdo de agua (complexo de evolucdo de oxigénio -
CEO) e por um centro de reacdo. Mudancas nesse sistema podem ser ocasionadas pelos
efeitos de poluentes (Lombardi e Maldonado, 2011).

Sob condicGes de estresse, além de impactos no sistema fotossintético, a
composi¢do bioquimica das algas pode sofrer mudancas, por meio de alteragdes na via
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metabolica de producéo de lipidios e carboidratos, e assim alterando a quantidade destes,
e/ou modificando a composicdo das classes lipidicas. As andlises bioquimicas podem
complementar os estudos ecotoxicoldgicos fornecendo informacgdes sobre as respostas
bioquimicas e fisioldgicas, permitindo também avaliar os mecanismos, locais e formas de
acao de contaminantes nas algas (Alho et al., 2019).

Neste contexto o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do hormonio
17 a-etinilestradiol e do herbicida atrazina sobre a microalga Raphidocelis subcapitata
usando como endpoints alteraces na composicdo bioguimica e na fisiologia desta
espécie. Foram analisados efeitos toxicos no teor de carboidratos, lipidios e clorofila a,

na composigao das classes lipidicas, bem como no crescimento e eficiéncia fotossintética.

2. Materiais e métodos

2.1.Cultivo do organismo-teste

O inoculo inicial da alga foi obtido de culturas-estoque existentes no Laboratério
de Ecotoxicologia localizado no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Sdo Carlos. As
culturas de Raphidocelis subcapitata foram mantidas em meio CHU-12 (B1, Apéndice
B), fotoperiodo 12h claro:12h escuro (periodo claro sob iluminacdo de 4000 Lux),
temperatura controlada de 25 + 1°C e agitacdo manual (ABNT, 2018), trés vezes ao dia.
Para os testes de toxicidade, foram utilizadas somente células algais em fase exponencial
de crescimento, com 72 horas ap0s terem sido inoculadas o cultivo.

2.2.Compostos quimicos e solugdes-estoque

O hormonio 17 a-etinilestradiol (pureza > 98%) foi da marca Sigma Aldrich (CAS
57-63-6). Por ser pouco soltvel em agua, este hormdnio foi dissolvido em metanol 99,5%
(Merck, Brasil) e diluido em meio de cultivo CHU-12, para uma concentracdo de 5000
ug Lt (solugdo-estoque).

O herbicida atrazina (pureza > 98%) da marca Sigma Aldrich (CAS 1912-24-9).

Por ser moderadamente solGvel em agua foi também dissolvido em metanol 99,5%


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1912-24-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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(Merck, Brasil), para uma concentragio de 500 mg L (solugdo-estoque), e, a partir de

nova diluigdo em meio CHU-12, uma segunda solucéo na concentracéo de 200 pg L.

2.3.Andlise quimica

A andlise quimica das substancias-teste (ATZ e EE>) foi feito pelo Instituto de
Quimica na Universidade Estadual de Campinas.

Para o preparo das amostras, as solucBes de atrazina e EE> foram diluidas na
mistura H2O/MeOH 70:30 v/v, filtradas em filtro de seringa (PTFE 0,22 um) e
transferidas para vials, para posterior analise em Cromatdgrafo a Liquido acoplado a
Espectrometro de Massas em tandem (LC-MS/MS). Para a analise e quantificacdo, foi
utilizado um cromatdégrafo Agilent (modelo 1200), equipado com injetor automatico,
bomba binaria e comprimento de coluna termostatizado, e a separa¢ao cromatogréafica foi
realizada usando uma coluna Zorbax SB-C18 (2,1x30 mm, tamanho de particula de 3,5
um) a 30 °C. A fase moével constituia de agua ultrapura (A) e metanol (B), que foram
previamente filtrados em membranas com porosidade de 0,2 pum, contendo, para os
compostos que ionizam no modo negativo, 0,01% (v/v) de NH4OH e, para os compostos
que ionizam no modo positivo, 0,01% (v/v) de HCOOH, aditivos esses que favorecem a
formacéo de ions.

Em func&o da proporcéao da fase movel B para o0 modo negativo, a composicéo do
gradiente foi a seguinte: inicio com 30% e aumento para 80% em 13 minutos, mantendo
essa condicdo por 1 minuto; para 0 modo positivo, seguiu-se: inicio com 30% e aumento
para 42% em 3,5 minutos, seguido de aumento para 70% em 8 minutos e, por fim, 80%
em 12,5 minutos. Em ambos os modos de ionizacéo, entre cada corrida cromatogréfica,
o sistema foi mantido a 30% de B por 5 minutos para recondicionamento da coluna.

A identificacdo e quantificacdo do composto foi realizada por Espectrometria de
Massas em um equipamento Agilent com triplo quadrupolo (modelo 6410B) e o
composto foi ionizado, no modo positivo e negativo, em uma fonte de electrospray e
monitorados pelo modo Multiple Reaction Monitoring (MRM), seguindo os parametros
da Tabela 2.1. Com a &rea obtida do composto em fungdo da sua concentragdo na coluna,

foram construidas as curvas analiticas.
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Tabela 2.1 - Transi¢Oes precursor-produto e suas respectivas energias de colisdo (EC),
selecionadas para a quantificagdo dos compostos, empregando o0 modo MRM do

espectrometro de massas

Fragmentador ~ Precurso Quantificacdo Confirmagdo 1  Confirmagao 2

Compostos  Polaridade

V) r(M2) —mz EC(v) miz EC() miz EC(V)
ATZ + 100 216,2 1741 15 103,9 15 - -
EE> - 100 295 158,9 30 1449 30 143 40

2.4.Teste de toxicidade cronica

Os testes seguiram o protocolo padronizado pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas, ABNT NBR 12648 (ABNT, 2018).

Para os testes de toxicidade cronica foram utilizados Erlenmeyers de vidro com
capacidade de 500 mL, os quais continham 300 mL de solugéo-teste ou meio de cultura
sem 0 contaminante (controle). Foram inoculados, em cada recipiente-teste, uma
concentracdo inicial de alga de 10° células mL™, em triplicata para cada concentrag&o,
além de um controle apenas com o meio e um controle com o meio mais o solvente
metanol. O teste teve a duracdo de 72 horas, e foram coletadas amostras diariamente, ap6s
agitacdo manual, em 0, 24, 48 e 72 horas. Aliquotas diarias foram retiradas para anélise
dos parametros fotossintéticos da alga e para contagem da densidade, analise do tamanho
celular e de granulosidade. Ap6s 72 horas foram retiradas aliquotas para analise da
clorofila a e também para analise bioquimica de compostos de reserva de energia
(carboidratos, lipidios totais e classes lipidicas).

O teste de toxicidade foi realizado sob as mesmas condi¢Ges de iluminagéo,
temperatura, agitacdo e meio de cultivo descrito anteriormente (no item cultivo de
organismos-teste). As concentragdes utilizadas para o teste de toxicidade do hormonio
EE_ foram: 60, 180, 540, 1620 e 4860 pg L™ e para o herbicida atrazina foram: 4, 8, 16,
32e64ug Lt

Antes do teste definitivo, foram feitos testes preliminares com a substancia-teste,
para se determinar a faixa de concentracbes adequadas. Nos testes preliminares, a

densidade da alga foi calculada por contagem celular sob microscopio optico utilizando-
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se uma camara de Neubauer. As amostras foram fixadas com solucdo de lugol acido
(concentracéo final 1%) e assim contadas, para determinar o nimero total de células mL"
L (ABNT, 2018). Para o0 ensaio definitivo, a contagem das células foi feita por citometria

de fluxo.

2.5.Densidade celular

2.5.1 Analise por citometria de fluxo

Para a contagem das células algais por citometria de fluxo, aliquotas das diferentes
concentracbes do composto tdxico e dos controles, foram recolhidas em criotubos e
fixadas imediatamente com formaldeido 10% tamponado com bérax (concentragdo final
de 1%). Os criotubos foram deixados no escuro por um tempo determinado
(aproximadamente 10 minutos) em temperatura ambiente e foram armazenados em
nitrogénio liquido a -80°C, até a andlise. As células algais foram contadas em um
citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado com laser de ion-arg6nio
de 15 mW (emissdo em 488 nm). Para a analise, foram adicionadas como padrées internos
microesferas de carboxilato (Fluoresbrite®, Polysciences Inc., EUA). A obtencdo dos
dados foi realizada através do software CellQuest BD e a analise dos citogramas foi obtida
utilizando-se o software FlowJo VV10. Foram obtidos os valores médios de fluorescéncia
da clorofila a (FL3-H), a granulosidade celular (SSC-H) e o tamanho celular (FSC-H).
Os valores relativos destas varidveis foram calculados dividindo-se os valores médios
obtidos para a alga pelo valor médio obtido para as esferas. Esses valores foram expressos

em unidade arbitrarias.

2.6.Parametros fotossintéticos

2.6.1 Anélise por Phytom Pam

Para se analisar a eficiéncia fotossintética foram retiradas aliquotas do cultivo
algal (3 mL) de cada réplica experimental em cada uma das diferentes concentragdes e
dos controles, nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. Essas aliquotas foram mantidas no

escuro por 15 minutos (para permitir a completa oxidacdo dos centros de reacdo do
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fotossistema Il — PSII) antes de serem analisadas em fluorémetro de pulso de amplitude
modulada (Phyto PAM, Walz). A fluorescéncia inicial (Fo) foi medida com a emisséo de
luz de baixa intensidade, enquanto que a fluorescéncia maxima (Fm) foi medida com a
emissdo de luz saturante. Com esses valores foram calculadas a fluorescéncia variavel
(Fv), o rendimento méaximo (¢wm) e a eficiéncia do CEO, segundo as equagdes 1, 2 e 3

(Kriedemann et al., 1985; Schreiber, 2004), a seguir:

(1) Fv = Fm — FO
(2 (I)M = Fu/Fm
(3) Eficiéncia do CEO = Fo/Fy,

2.6.2 Andlise da Concentracao de Clorofila a

A determinacdo do teor de clorofila a (Chl a) seguiu a metodologia descrita por
Shoaf e Lium (1976) com a extracao baseada na reacao do pigmento com dimetilsulfoxido
(DMSO). As amostras (tratamentos e controles) foram filtradas (10 mL) em membrana
de éster de celulose com tamanho de poro de 0,45 um. Apo6s 45 minutos no escuro com
agitacdo periddica, a absorbancia da amostra foi lida em espectrofotometro HACH
DR500 (HACH Company, Loveland, CO, USA) em 664, 647 e 630 nm e o contetdo de
Chl a foi calculado com base na equacdo descrita em Jeffrey e Humphrey (1975):

Clorofilaa = [ (11,93 X Assanm — 1,93 X Agaznm) X vol. solvente (5 mL) ] /volume filtrado
(10 mL), Sendo: A = absorbancia em cada comprimento de onda; 11,93 = coeficiente de
absorcéo da clorofila a no comprimento de onda de 664 nm; 1,93= coeficiente de absorgédo

da clorofila a no comprimento de onda de 647 nm.

2.7.Parametros bioquimicos

2.7.1 Analise da Concentracéo de Carboidratos

O teor de carboidratos seguiu a metodologia descrita por Liu et al (1973) baseada
na reacdo de fenol com &cido sulfurico. Para esse método, 10 mL de amostra do cultivo

de algas (tratamento e controles) foram coletados e centrifugados (Eppendorf 5702R,
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Alemanha) por 10 minutos a 1500 rpm. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o
sedimentado (pellet formado) foi ressuspendido em 0,5 mL de agua destilada e a ele
adicionou-se 1 mL de solucdo de fenol 10%. Apds agitagdo manual, foram adicionados
as amostras 5 mL de acido sulfarico concentrado. Decorrido o tempo de 10 minutos em
que as amostras ficaram em repouso (em gelo), estas foram centrifugadas a 4400 rpm por
10 minutos e o sobrenadante foi transferido para cubetas de vidro para leitura da
absorbancia em espectrofotometro, a 485 nm (HACH DR 5000; HACH Company, USA).

Antes de se analisar as amostras, foi feita uma curva de calibracdo utilizando-se
glicose (dextrose anidra) como padréo, preparando-se uma solucio estoque de 1g L' e
solugdes diluidas em concentragdes variando de 5 a 200 pL (Figura B2, Apéndice B). As
solugdes de glicose utilizadas para obtencéo da curva passaram pelo mesmo processo de

reacao e centrifugacdo das amostras.

2.7.2 Lipidios

O método utilizado para a extracdo de lipidios foi modificado de Folch (1957)
descrito em Parrish (1999), no qual foram usados como solventes o cloroférmio e o
metanol. De acordo com o método, 200 mL de amostra (tratamentos e controles) foram
filtrados a vacuo em filtros de fibra de vidro (previamente calcinados a 400°C por 8 horas)
e transferidos para tubos de centrifuga de teflon contendo 4 mL de cloroférmio, 2 mL de
metanol e 1 mL de agua lavada com cloroférmio (B3, Apéndice B). Os filtros foram
macerados e sonicados por 5 minutos utilizando-se um ultrassom de ponta (sonicador
UNIQUE, Brasil) sob poténcia de 99% para rompimento das células algais. Durante todo
0 processo de extracdo, para evitar a oxidacdo e perda de lipidios, as amostras
permaneceram no gelo. Apds extracdo, as amostras passaram por centrifugagdo a 4400
rpm a 0°C por 5 minutos e o sobrenadante foi retirado e transferido para flaconetes de
vidro. As amostras passaram trés vezes pelo processo de extracao e, apds todo o processo
foram armazenadas a -20°C para posterior analise.

As amostras foram concentradas em rotaevaporador (volume final de 0,5 mL) para
aanalise. Usando o latroscan™, as classes lipidicas e os lipidios totais foram identificados
e quantificados por cromatografia de camada delgada com deteccdo por ionizagdo em
chama (TLC/FID) segundo as seguintes condi¢des analiticas: fluxo de ar 2 L mint, fluxo
de hidrogénio de 174 mL min? e velocidade de leitura de 4 mm s. Para otimizar a

separacao cromatografica das diversas classes lipidicas, foi feita a combinacdo de varias
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varreduras parciais, fazendo-se uso de diversos solventes. Foram utilizados padrdes
(Sigma-Aldrich, USA) e as seguintes classes lipidicas foram identificadas e
quantificadas: Hidrocarboneto alifatico (HC), acido graxo livre (FFA), triglicerideos
(TAG), éster de cera (WE), alcool alifatico livre (ALC), lipidios polares moveis em
acetona (AMPL), esterol (ST) e fosfolipidios (PL). Os tempos de retencdo das classes
foram relacionados a interagdo entre as fases movel e estacionaria do sistema (Parrish,
1999).

2.8.Analise de dados

Para as analises estatisticas utilizou-se o software SigmaPlot 11.0. Para se testar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk e para se testar a
homogeneidade de variancias, o teste de Levene. Para dados com distribui¢do normal, foi
aplicada uma analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Dunnett. Para
distribuicdo ndo normal dos dados foi utilizada uma analise de variancia ndo- paramétrica
e aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis. As diferengas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.

A Clyo e a Cly foram calculadas para os resultados do teste de toxicidade cronica
por meio do Software Statistica 7.0 (Statsoft, 2004) utilizando regresséo nao linear e a

curva logistica de trés parametros para hormesis.

3. Resultados

3.1.Analise quimica

As andlises da solucdo-teste em LC-MS/MS (Tabela 2.2) nos mostra que nos
testes de toxicidade crénica com EE> e ATZ, a concentragéo real do composto diferiu em
até 20% da concentracdo nominal, sendo estas utilizadas no teste (ABNT, 2018). O limite

de quantificacéo instrumental para o EE> foi de 50 pug L™ e paraa ATZ foi de 1ug L™
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Tabela 2.2 - Concentragdo do composto 17 a-etinilestradiol e atrazina

determinados nas amostras

Amostras Concentracao
EE2 (5000 pg L™ 4412 g L*
ATZ (500 mg L) 517,7 mg L*
ATZ (200 pg L) 188,2 ug L?

3.2.Parametros fisiologicos

A IC10-72h do EE> foi 4855,6 ug L, e apds 72h o hormanio inibiu o crescimento
da alga na maior concentrago testada, de 4860 pg L™ . Porém, foi observada estimulacio
do crescimento (hormesis) nas concentracdes de 60 e 540 ug L (Figura 1a) (ANOVA,
Fe,14 = 24,904 p < 0,001; teste de Dunnett p < 0,050). A densidade da populagéo algal
(Figura 2a) foi significativamente diferente estatisticamente da densidade dos controles
apos 72h, evidenciando os efeitos descritos anteriormente, estimulacdo do crescimento
nas concentragcdes mais baixas e inibi¢cdo na concentracdo mais elevada.

Para a atrazina, a IC1o e a IC2-72h foram respectivamente: 38,26 £ 10,35 ug L
e 54,15 = 7, 04 ug LY. Ap6s 72h, a atrazina inibiu o crescimento da alga na maior
concentragdo, 64 pg L™ (Figura 1b) (ANOVA,; Fg14= 5,392 p = 0,004; teste de Dunnett p
< 0,050). A densidade da populacéo algal diminuiu significativamente ap6s 48h nas duas
concentragOes mais altas (32,0 e 64,0 ug L™Y) (ANOVA,; Fs124= 15,771 p < 0,001; teste de
Dunnett p < 0,050) mas ap6s 72h, apenas na mais alta concentracdo do herbicida
(ANOVA; Fs 14 = 5,157 p = 0,005; teste de Dunnett p < 0,050) (Figura 2b).
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Figura 1 - Taxa de crescimento especifica (dia™) de Raphidocelis subcapitata exposta
(A) ao hormonio EE>, (B) e ao herbicida atrazina. Os asteriscos (*) representam valores
significativamente diferentes do valor obtido no controle (p < 0,05)
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Figura 2 - Curva de crescimento populacional (10° cel mL™) de Raphidocelis subcapitata
apos 72 horas de exposicdo (A) ao EE», e (B) ao herbicida atrazina. Os asteriscos (*)

representam valores significativamente diferentes do controle (p<0,05)
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Apos 72 horas de exposicéo ao EE> foram observadas alteragdes nas células de R.
subcapitata, com reducdo da granulosidade celular (SSC-H) e da fluorescéncia da

clorofila a (FL3-H). A exposi¢do ao hormonio na concentragdo de 540 pug L™ causou a



89

diminuicdo significativa da granulosidade celular (ANOVA,; Fe14 = 14,908 p < 0,001;
teste de Dunnett p < 0,050) e reducdo na fluorescéncia da clorofila a nas células expostas
as concentracdes de 60 e 540 pg L™ de EE; (ANOVA,; Fs14= 9,748 p < 0,001; teste de
Dunnett p < 0,050). Para o tamanho celular (FSC-H) ndo ocorreram diferencas
significativas (Figura B4, Apéndice B).

Quanto ao efeito da atrazina, ndo foram observadas diferengas significativas no
tamanho celular ap6s 72 horas de exposicdo. Porém, observou-se diminuicdo da
complexidade na maior concentragdo testada (64 pg L7 de atrazina) apos 48 horas
(ANOVA; Fe14 = 4,048 p = 0,015; teste de Dunnett p < 0,050) e diminuicdo da
fluorescéncia da clorofila a apos 72 horas de exposi¢do na concentragio de 8 pg L™ deste
herbicida (Kruskal-Wallis; H= 14,906 p = 0,021) (Figura B5, Apéndice B).

3.3.Parametros fotossintéticos

Quando R. subcapitata foi exposta ao EE2 na maior concentracdo, de (4860,0 pg
L) observou-se efeito negativo sobre o ¢wm, tanto em 48 horas (ANOVA; Fe14= 3,392 p
= 0,028; teste de Dunnett p < 0,050) quanto em 72 horas (ANOVA; Fe14= 12,889 p <
0,001; teste de Dunnett p < 0,050), causando, portanto, diminuicdo do rendimento da alga
em comparagdo com o controle (Figura 3a). Com relacdo a eficiéncia do CEO (Fo/Fv),
pode-se observar na Figura 3b que o EE> afetou o complexo de quebra da molécula de
agua apos 48 horas (ANOVA; Fe14 = 4,694 p = 0,008; teste de Dunnett p < 0,050) e
também apos 72 horas (ANOVA; Fe 14 = 18,787 p <0,001; teste de Dunnett p < 0,050).
Este efeito pode ser o responsavel pelo menor rendimento no crescimento algal nessa
concentracdo. Quanto maior o valor de Fo/Fy, maior a alteracdo causada pelo composto
(Herlory et al., 2013; Alho et al., 2019).

Para o parametro ¢wm (Figura 3c), durante todo o periodo de exposi¢do da alga a
ATZ, houve diminuicio do rendimento nas maiores concentracdes, de 32 e 64 pg L2,
desde o inicio da exposic¢ao (0 horas) (Kruskal-Wallis; H= 19,857 p = 0,003), enquanto
em 24 horas este efeito foi significativo em todas as concentracOes testadas, de 8, 16, 32
e 64 ug L't (ANOVA; Fs14= 19,107 p < 0,001; teste de Dunnett p < 0,050) Contudo, em
48 e 72 horas o efeito significativo so foi mantido nas duas maiores concentragdes, de32
e 64 ug L (Kruskal-Wallis; H = 18,917 p = 0,004; ANOVA,; Fg14= 25,627 p < 0,001;
teste de Dunnett p < 0,050).
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Com relagéo a CEO (Fo/Fv), a exposicdo a ATZ levou a alteragdes neste parametro

ao longo das 72 horas de experimento, o que foi acompanhado por valores reduzidos de

rendimento maximo (¢pwm) nas mesmas concentragdes, com excegdo do tempo de 48 horas,

no qual nas concentragdes de 4, 8 e 16 pg L™ houve alteragdes no CEO, mas que nio

causaram reducdo do rendimento maximo da alga (Figura 3d).

Figura 3 - Parametros fotossintéticos (¢m e Fo/Fv) da alga Raphidocelis subcapitata

exposta (A e B) ao hormonio sintético EE», (C e D) ao herbicida ATZ. (A e C) rendimento

maximo, ¢m, ao longo de 72 horas de exposicdo; (B e D) complexo de evolugdo do

oxigénio (Fo/Fv), ao longo de 72 horas de exposi¢do. O asterisco (*) indica diferenca

significativa em relacdo ao controle
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Com relagdo a clorofila a, foi observada uma diminuigdo no teor desse

pigmento nas duas concentragdes mais altas do horménio EE2, 1620 e 4860 g L*
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(ANOVA; Fg,14= 4,760 p = 0,008; teste de Dunnett p < 0,050) apds 72 horas de exposicéo
(Figura 4a). Com a ATZ foi observada uma diminuicdo da clorofila a em praticamente
todas as concentragdes (8, 16, 32 e 64 ug L), com excegdo da mais baixa, 4 ug L, onde
ndo houve diferenca significativa quando comparada com o controle (ANOVA; Fe,14 =
28,652 p < 0,001; teste de Dunnett p < 0,050) (Figura 4b).

Figura 4 - Teor de clorofila a (pg cel™) na microalga Raphidocelis subcapitata apos 72
horas de exposicdo, (A): ao EE2 e (B): ao herbicida ATZ. Os asteriscos (*) indicam

diferenca significativa em relacdo ao controle

Clorofila a (pg cel™)
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Concentragdo ATZ (ug L'l)

3.4.Composi¢do bioquimica

Apo6s 72 horas, a exposicdo ao EE> levou a um aumento na producdo de
carboidratos que foram 1,39 e 2,4 vezes respectivamente maiores que a do controle, na
alga exposta a 1620 ug L e 4860 nug L, correspondentes as duas concentragdes mais
altas (ANOVA; Fs 14 = 62,362 p < 0,001; teste de Dunnett p < 0,050) (Figura 5a). Em
contrapartida, com relacdo ao teor de lipidios totais foi observada uma diminuicéo na alga
exposta a concentragdo de 180 ug L de EE, (ANOVA, Fs14= 8,551 p < 0,001; teste de
Dunnett p < 0,050) (Figura 5b). J& para a exposi¢cdo a ATZ ndo se verificou nenhuma
diferenga significativa no teor de carboidratos (Figura 5¢) nem de lipidios totais (Figura
5d), quando comparado com o controle.
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Figura 5 - Composicdo bioguimica da alga Raphidocelis subcapitata apos 72 horas de

exposicdo ao EE,. (A): Teor de carboidrato (pg cel™), (B): Teor de lipidios (pg cel?) e

apos 72h de exposicdo a ATZ (C): Teor de carboidrato (pg cel™) e (D): Teor de lipidios

(pg celY). Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas com relagdo ao controle

3
Q
\2:89 4 *
3 I
5]
= %/V
2 I T T
el
80 T U %T
0 T T T T T T
G 60 180 540 1620 4860
Concentracio EE (ug LY
3 4
i iy
7 7 i
2 5 2
/ g
S
% =
=
14
0 T kg T N T 0

T T
8 16 32
Concentragdo ATZ (ug L'l)

4

64

[
1

—
1

Lipidios (pg cel )

[}
1

*

7

T T T = T
180 540 1620 4860

Concentracdo EE, (ug LY

D

o

T T T ¥ T T

4 8 16 32 64
Concentragdo ATZ (ugL™)

A exposicdo ao horménio EE> afetou a composicao das classes lipidicas, levando

a uma diminuig&o nos niveis de WE nas concentracdes de 540 e 4860 ug L't (ANOVA,;
Fs12= 9,992 p < 0,001; teste de Dunnett p < 0,050), de AMPL em 1620 e 4860 pg L*

(Kruskal-Wallis; H= 18,130 p = 0,006) e ao aumento nos niveis de ST na concentragdo
de 180 pg Lt (ANOVA,; Fs 14 = 4,639 p = 0,008; teste de Dunnett p < 0,050) (Figura 6a).
A exposicao ao herbicida também afetou a composicao lipidica, induzindo aumento nos
niveis de TAG nas concentragdes de 32 ¢ 64 ug L1t (ANOVA; Fe14=6,561 p = 0,002;
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teste de Dunnett p < 0,050), de PLem 4, 8 e 16 pg L™t (ANOVA; Fg14= 8,359 p < 0,001;
teste de Dunnett p < 0,050) e diminui¢do nos niveis de AMPL na concentracdo de 64 ug
L (Kruskal-Wallis; H = 14,320 p = 0,026) (Figura 6b).

Figura 6 - Porcentagem da quantidade das classes lipidicas encontradas na microalga R.
subcapitata apds 72 horas de exposicao (A) ao EE> e (B) a ATZ. As classes lipidicas séo:
PL (fosfolipidios), AMPL (lipidios polares mdveis em acetona), ST (esterol), FFA (acido
graxo livre), TAG (triglicerideos), WE (éster de cera) e HC (hidrocarboneto alifatico). O

asterisco (*) indica diferenca significativa com relacéo ao controle
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4. Discussao

Em nosso estudo, foi observada a inibicdo da taxa de crescimento de R.
subcapitata na maior concentracdo do horménio, porém, na primeira e terceira
concentracdo se observa um aumento da taxa de crescimento, indicando um efeito de
hormesis. Resultado semelhante também foi encontrado para a alga Dunaliella salina
tambeém exposta ao etinilestradiol (Belhaj et al., 2017). Nesse caso, foram testadas trés
concentragOes, sendo que nas duas maiores houve inibigdo do crescimento e na menor
concentracéo foi observado um aumento no crescimento da alga (Belhaj et al., 2017).

Em experimentos sobre o efeito de fitormdnios sobre a microcloroficea Chlorella
vulgaris, Liu et al. (2017) observaram inibicéo do crescimento nas maiores concentrages
e um estimulo de crescimento nas menores, que também corresponderia ao efeito de

hormesis. Uma resposta semelhante também foi encontrada por Czarny et al. (2019a) para
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a cianobactéria Microcystis aeruginosa exposta aos hormonios estrona, estriol,
etinilestradiol e progesterona.

Resultado diferente foi obtido por Wang et al. (2013) com a exposi¢éo por sete
dias das algas Selenastrum capricornutum e Chlorella sp aos horménios estradiol e
etinilestradiol, em que ndo foi observada diferenca significativa na densidade celular.
Balina et al. (2015) observaram que com o aumento da concentracdo de EE> a inibi¢do
no crescimento da alga Desmodesmus communis era maior, e que em altas concentracoes
a divisao celular pode cessar, e pode ocorrer dano celular.

A hormesis, que se caracteriza por um aumento no nimero de organismos nas
baixas concentragdes e inibicdo nas altas, pode ocorrer devido ao aumento de algumas
enzimas que fazem parte das reac6es fisioldgicas e bioquimicas (Fong e Ford, 2013). Uma
outra hipdtese seria que a microalga possa degradar o horménio e absorvé-lo de forma
parcial, como um nutriente, e ndo como um toxico (Belhaj et al., 2017). Segundo Czarny
et al. (2019a), no caso das cianobactérias, em baixas concentra¢fes, o horménio pode
ativar funcGes de reparo e manutencdo, fazendo com que as proteinas envolvidas na
protecdo da célula aumentem sua atividade. J& em altas concentracdes, as funcdes de
manutencdo e reparo podem ser danificadas, o que explicaria a inibicdo do crescimento.

Com a atrazina, a inibicdo na densidade celular também ocorreu na maior
concentracdo, tanto em 48 quanto em 72 horas. A inibicdo do crescimento foi também
observada por Esperanza et al. (2015) e por Fernandez-Naveira et al. (2016), ambos apds
a exposicdo de Chlamydomonas reinhardtii a atrazina e, similarmente por Sun et al.
(2020) para a alga Chlorella sp exposta a atrazina, além de Mansano et al. (2017) apds
exposicéo da cloroficea Raphidocelis subcapitata ao herbicida diuron.

Os efeitos causados pelo diuron, no trabalho de Mansano et al. (2017), além de
fisiolégico, foram também morfoldgicos, aumentando a fluorescéncia da clorofila a, bem
como o tamanho e a granulosidade celular. O oposto foi encontrado em nosso trabalho
com a atrazina, que nao teve o tamanho celular alterado, mas apresentou diminuicéo da
granulosidade celular na concentracdo mais alta ap6s 48 horas de exposicao e diminuicao
da fluorescéncia da clorofila a em 8 ug L™ apds 72 horas de experimento (Figura B5,
Apéndice B). A exposicdo ao hormdnio também ndo levou a alteracdo de tamanho celular
da alga, e induziu poucas mudangas na granulosidade celular e fluorescéncia da clorofila
a (Figura B4, Apéndice B).

A clorofila, que desempenha um papel fundamental na fotossintese, € um
importante indicativo da atividade das algas (Czarny et al., 2019a). Em nosso estudo, o
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teor de clorofila a diminuiu nas duas concentragdes mais altas do hormoénio e em
praticamente todas as concentra¢Oes (exce¢do da mais baixa) do herbicida. Resultado
semelhante foi encontrado no estudo de Belhaj et al. (2017), em que exp0s uma espécie
de alga, D. salina, de &guas salinas ao EE> e relacionou a diminui¢do desse pigmento ao
estresse da alga ao contaminante. Czarny et al. (2019a) também observou diminuicao do
teor de clorofila a na cianobactéria M. aeruginosa exposta a diferentes hormonios, assim
como Fernandez-Naveira et al. (2016), ao expor Chlamydomonas reinhardtii a atrazina,
e Chin et al. (2019) que exp0s varias espécies de alga a atrazina e endosulfan.

Por ndo ter um sistema endocrino, 0 hormonio pode afetar crescimento e sistema
fotossintético dos organismos fitoplancténicos. Componentes com grande potencial de
bioacumulacdo e com alta lipofilia, possuem uma parti¢cdo octanol/agua maior que trés
(Czarny et al., 2019a; Czarny et al., 2019c). No caso do etinilestradiol, essa parti¢do é
Kow = 3, 67, caracterizando-o como lipofilico (Adeel et al., 2017). Compostos com essa
particdo mais alta, podem facilmente se misturar na membrana celular, causando danos
na célula (Czarny et al., 2019a; Czarny et al., 2019b). O etinilestradiol, segundo Perron e
Juneau (2011) pode afetar negativamente o fluxo de energia do fotossistema IlI,
diminuindo sua eficiéncia maxima e afetando a atividade fotossintética. A reducdo da
eficiéncia maxima para o transporte de elétrons é explicada através do envolvimento das
anidrases carbonicas, localizada no limen do tilacoide, que atuam na atividade da enzima
de separacdo de agua e na transferéncia de elétrons para o PSII (Belhaj et al., 2017;
Pocock e Falk, 2014).

AlteragBes na atividade fotossintética foram observadas por Balina et al. (2015)
para a alga Desmodesmus comunnis, 0s quais relacionaram a atividade fotossintética com
a producdo de carbono. Nas maiores concentracdes do hormdnio EE», estes autores
observaram diminuigdo e mesmo interrupgéo na producgéo de carbono, com a diminuigéo
da atividade de fotossintese (Balina et al., 2015). No nosso estudo, R. subcapitata exposta
ao EE, apresentou diminuicdo do rendimento méximo fotossintético na maior
concentragéo, bem como diminuigéo no teor de clorofila a, evidenciando o efeito negativo
deste composto na atividade fotossintética algal.

A reducdo da clorofila a das algas expostas ao herbicida atrazina pode ser
explicada pelo modo de acdo deste composto. Nesse caso, o principal alvo bioquimico da
atrazina é o fotossistema Il (PSII), afetando assim a atividade fotossintética (Fernandez-
Naveira et al., 2016). A atrazina inibe o transporte fotossintético de elétrons, deslocando
a plastoquinona de sua ligacdo com a proteina D1 do PSII (Fernandez-Naveira et al.,
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2016; Chin et al., 2019). A inibicdo da cadeia transportadora de elétrons reduz a
conversdo de energia luminosa para energia quimica, diminuindo, portanto, a capacidade
fotossintética e podendo, também, inibir o crescimento da alga (Sun et al., 2020). Esse
foi o provavel modo de acdo da ATZ sobre R. subcapitata diminuindo o teor de clorofila,
o rendimento fotossintético e alterando grandemente a eficiéncia do CEO.

Em nosso estudo, o teor de carboidrato aumentou nas duas maiores concentragdes
do horménio e ndo apresentou diferenca na alga exposta a atrazina. O aumento no teor de
carboidratos foi também observado por Belhaj et al. (2017) em D. salina sob condicdes
desfavoraveis que induziram a degradacdo de proteinas para fornecimento de
aminoacidos a serem utilizados na sintese de proteinas de estresse (reserva de energia)
para sustentacdo do crescimento. A maior sintese de carboidrato pode entdo ser
interpretada como mecanismo de defesa garantindo a sobrevivéncia e crescimento algal.

Em Chrorella vulgaris exposta a fitormonios, houve inducdo da biossintese
lipidica nas concentragdes mais baixas, enquanto nas concentracBes mais altas, o
contetdo lipidico ndo era proeminente (Liu et al., 2017). Nesse caso, alguns fitormonios
favorecem o armazenamento de energia na forma de amido ou na forma de lipidio. A
inducdo do teor de lipidio em resposta a um composto toxico foi observada para Chrorella
sorokiniana exposta ao acido indolacético (IAA, pertencente as auxinas) e ao hexanoato
de dietil aminietilo (DA-6) por Babu et al. (2017); e também para duas algas Scenedesmus
SDEC-8 e Chlorella SDEC-18 expostas ao &cido indol-3-butirico (IBA) e acido
naftilanoacético (NAA) (Yu et al., 2017) Uma resposta diferente foi observada em nosso
estudo com EE, em que houve diminui¢do do teor de lipidios totais na segunda menor
concentracdo testada, e auséncia de alteracdo no teor total dessa biomolécula. J& com o
herbicida ATZ, ndo foi observado efeito significativo em nenhuma concentracéo testada.

Diferente do que foi obtido por Alho et al. (2019), que testou o efeito de metais
sobre R. subcapitata, em nosso estudo o aumento do teor de carboidratos durante a
exposi¢do ao hormoénio ndo foi acompanhado pelo aumento da producdo de lipidios,
sugerindo que a ligagdo entre a producdo de carboidrato com a producdo de outros
componentes bioguimicos como os lipidios ndo seja direta.

Em R. subcapitata, geralmente AMPL e PL juntos somam mais de 80% dos
lipidios totais, sendo elas as classes lipidicas mais abundantes no controle. Em ambas as
substancias estudadas, o AMPL diminuiu mais de 30% em relacdo ao controle. Essa
classe lipidica esta relacionada com pigmentos fotossintéticos, e pode conter até 50% de
clorofila (Chia et al., 2013; Alho et al., 2019), o que pode explicar a diminui¢do dessa
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classe lipidica, em nosso estudo, relacionada as concentracbes em que ocorreu
decréscimo do teor de clorofila.

A exposicao ao EE;, além de mudangas no AMPL, diminuiu o WE e aumentou a
porcentagem de ST, duas classes lipidicas com baixa representatividade na alga em
estudo. A exposicdo a ATZ, causou aumento nos TAG e no PL. O ester de cera (WE)
pode atuar como reserva de energia e o esterol (ST) esté relacionado com o0 mecanismo
de protecdo e associado a membrana. Os triglicerideos (TAG) sdo considerados bons
indicadores para avaliacdo de estresse causado por compostos quimicos (Chia et al.,
2013) e fosfolipidios (PL) sdo lipidios polares que estdo ligados a integridade da
membrana (Chia et al., 2013; Alho et al., 2019).

O aumento de PL e de ST podem aumentar a espessura ou fluidez da membrana,
diminuindo o impacto da toxicidade e a internalizacdo do composto (Alho et al., 2019),
0 TAG geralmente tem sua producdo aumentada quando a alga estd sob estresse e age
como mecanismo de defesa, reorganizando a membrana para a protecdo da célula e
reparando os danos causados pelo agente estressor (Chia et al., 2013; Alho et al., 2019).
Estas podem ter sido as respostas da alga quando exposta tanto ao horménio quanto ao
herbicida. Sendo ambos lipossoluveis, a ligacdo com a membrana é maior e sua passagem
e entrada na célula pode ser mais facil. Sendo assim, as mudancgas nessas classes lipidicas
podem indicar uma mudanca na conformacdo da membrana para evitar a internalizacao
do agente toxico e servir como um mecanismo de desintoxicacdo, fazendo com que a
célula se proteja de maiores danos, sendo esta relacdo feita também por Rocha et al.

(2016), em relagdo a Selenastrum gracile exposta ao cobre.

5. Concluséo

Nosso estudo demonstrou que, tanto o EE> quanto a ATZ, causam danos na alga
R. subcapitata. O horménio causou efeito de hormesis nesta alga, estimulando o
crescimento em baixas concentrac@es e inibindo-o na maior concentracao. J& o herbicida,
causou diminuicdo do crescimento algal na maior concentragdo. Estas respostas tambem
foram reportadas em outros estudos. Em ambas as substancias testadas, houve diminuicao
da eficiéncia da clorofila a e, em contrapartida, aumento do complexo de evolucéo do
oxigénio, indicando danos no aparato fotossintético. O hormonio levou a alga a sintetizar
mais carboidrato, efeito ndo observado na alga exposta ao herbicida. Ambos compostos

modificaram a composicdo das classes lipidicas, alterando classes associadas a
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membrana, reserva de energia, pigmentos fotossintéticos e estresse da alga. Os compostos
ATZ e EE,, frequentemente encontrados nos corpos d’agua, mesmo em baixas
concentragfes, comprometem a produtividade priméria dos sistemas aquéticos. Sendo
base de cadeia alimentar, 0 comprometimento da produtividade do fitoplancton pode
gerar danos futuros para a comunidade aquatica, pois gera um desequilibrio tréfico. Com
isso, o efeito a longo prazo em microalgas pode afetar adversamente o nivel trofico dos
produtores primarios e alterar a estrutura e o funcionamento do ecossistema aquatico

contaminado por estes compostos.
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Capitulo 3

Efeito do herbicida atrazina e do horménio 17 a-etinilestradiol, isolados e

em mistura, sobre o cladocero Ceriodaphnia rigaudi

Resumo

No ambiente, 0 mais comumente encontrado, sdo misturas de compostos, as quais 0s
organismos ficam expostos de maneira cronica. A combinagdo desses compostos em
misturas pode causar danos devido a interacfes entre eles, podendo resultar em efeitos
antagobnicos, sinérgicos ou aditivos. O herbicida atrazina (ATZ) e o hormdnio sintético
17 a-etinilestradiol (EE;) sdo frequentemente encontrados no ambiente e agem como
desreguladores enddcrinos em varios organismos ndo-alvo. Com isso, o objetivo do nosso
trabalho foi investigar o efeito da ATZ e do EE», de forma isolada e em mistura, sobre o
cladocero neotropical Ceriodaphnia rigaudi, por meio de testes de toxicidade crénica. Os
resultados mostraram que ambas substéncias afetam negativamente a reproducdo do
claddcero, diminuindo a fecundidade em todas as concentracdes da ATZ (10, 20, 40, 80,
160; 320 e 640 pg L) e nas quatro maiores do EE2 (68,5, 96, 135,5 e 188 g L™?). Foi
observada diminuicao do tamanho corporeo das fémeas adultas quando em exposi¢édo ao
EE> nas mesmas concentracbes em que houve alteracdo da fecundidade. Em relacdo a
toxicidade da mistura, houve interacdo dos compostos dependente do nivel da dose, com
sinergismo nas baixas concentracdes e antagonismo nas altas. Além disso, através da
construcdo da curva de distribuicdo da sensibilidade das espécies, a C. rigaudi é uma
especie sensivel, apresentando uma sensibilidade maior a ATZ. Este estudo evidencia que
ambos compostos representam alto risco ecoldgico, podendo afetar negativamente a biota
aquatica. Além disso, a C. rigaudi exibiu respostas a toxicidade dos compostos, indicando
possibilidade de ser um organismo-teste adequado, o que reforca a importancia do uso de

espeécies nativas nos testes ecotoxicologicos de ambientes tropicais.

Palavras-chave: EE>; ATZ; neotropical; interagdo compostos; curva SSD
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Abstract

In natural environments, mixtures of compounds are commonly found, and organisms are
frequently chronically exposed. The combination of compounds can cause greater
damage through the interaction between them, which can result in antagonistic,
synergistic or additive effects. The herbicide atrazine (ATZ) and the synthetic hormone
17 a-ethinylestradiol (EE>) are often found together in the environment and act as
endocrine disruptors on various non-target organisms. Thus, the aim this study was to
investigate the effect of ATZ and EE», isolated and combined, on the neotropical
cladoceran Ceriodaphnia rigaudi, through chronic toxicity tests. The results showed that
both substances negatively affect the reproduction of the cladoceran, decreasing its
fecundity in all ATZ concentrations (10, 20, 40, 80, 160; 320 and 640 ug L) and in the
four hightest concentrations of EE2 (68.5, 96, 135.5 and 188 ug L™). Decrease in body
size of adult females was observed when exposed to EE> at the same concentrations in
which there was a change in fecundity. The results from the mixture text showed that
there was interaction in the compounds was dependent on the dose level, with synergism
in the low concentrations and antagonism in the high. In addition, through the
construction of the species sensitivity distribution curve, C. rigaudi was a sensitive
species and presenting a greater sensitivity to ATZ. This study shows that both
compounds represent a high ecological risk and can negatively affect aquatic biota. In
addition, C. rigaudi exhibited responses to the toxicity of the compounds, being an
adequate test-organism. This reinforce the importance of using native species in

ecotoxicological tests for tropical environments risk assessments.

Keywords: EE>; ATZ; neotropical species; compound interaction; SSD curve
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1. Introducéo

O aumento qualitativo e quantitativo de compostos quimicos fabricados e
utilizados na agricultura, medicina, industria e usos domésticos, aliado ao descarte por
diferentes vias, apés tratados ou ndo, contribuem para a entrada e dispersao destes em
ecossistemas aquaticos ocasionando efeitos diversos, alguns prejudiciais tanto para a
biota aquética, como para a salde humana (Machado et al., 2016; Griffero et al., 2019).
No ambiente, mesmo que em baixas concentrac@es, podem agir no sistema endécrino de
diferentes espécies, alterando sua estrutura ou funcdo e causando efeitos adversos tanto
no organismo e sua progénie, como em populacdes inteiras (Scognamiglio et al., 2016;
Matthiessen et al., 2017; DeCourten et al., 2019).

Os pesticidas e farmacos sdo substancias persistentes no ambiente, que afetam o
sistema enddcrino, podendo alterar vias metabolicas dos hormonios, ou até imitar ou
antagonizar os hormoénios naturais (Sodre et al., 2010; Scognamiglio et al., 2016).

No ambiente, € muito comum encontrar misturas de muitos compostos, nos quais
0S organismos estao expostos (Bizarro et al., 2016; Shao et al., 2019). A combinacdo de
diferentes poluentes pode causar efeitos por meio de interacfes inesperadas, capazes de
modificar a amplitude e a natureza do efeito toxico. As interacbes podem ocorrer em
diferentes fases: toxicodinamica, em que os produtos quimicos tém efeitos no receptor,
orgdo ou alvo celular; e toxicocinética, em que ocorrem processos de captacao,
metabolismo, distribuicdo e excrecdo. (Bizarro et al., 2016; Mansano et al., 2017).
Subsequentemente, podem resultar em efeitos antagdnicos, sinérgicos ou aditivos
(Bizarro et al., 2016; Mansano et al., 2017; Rocha et al., 2018).

O comportamento das misturas nos testes de toxicidade é explicado através do uso
de modelos tedricos, como: modelos de Adigdo de Concentracdo (CA) e de Acdo
Independente (IA) (Pérez et al., 2011; Freitas et al., 2014). Para 0 modelo CA, os
compostos individuais ttm o mesmo modo de acdo e atuam sobre o mesmo alvo
bioldgico, e isso gera uma resposta proporcional as respectivas toxicidades. O modelo 1A
é a multiplicacdo de probabilidades de cada toxicidade quimica individual na mistura, ou
seja, 0s compostos individuais diferem em seus modos de acdo e ndo tem interferéncia
entre eles durante suas a¢des nos locais de destino (Freitas et al., 2018).

Em uma avaliacdo sobre a ocorréncia de contaminantes em corpos de agua do
Uruguai foram encontrados 82 contaminantes incluindo farmacos, hormoénios e

defensivos agricolas (Griffero et al., 2019). Na China foi verificada a ocorréncia de
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desreguladores enddcrinos em fontes de agua potdvel tendo sido encontradas 21
substancias, entre elas, herbicidas, acaricidas e fungicidas (Feng et al., 2016). Na Espanha
foram identificados 16 compostos farmacéuticos em afluentes e efluentes de uma estacéo
de tratamento de esgoto (Martin et al., 2012) enquanto em uma avaliacdo similar realizada
nos efluentes de estacdo de tratamento de esgoto no Canada foram identificados 14
farmacos (Metcalf et al., 2003). Esses estudos evidenciam a presen¢a de diversos
compostos em efluentes ja tratados, na forma de misturas complexas.

A atrazina (ATZ) é um herbicida sintético disponivel no mercado ha mais de 50
anos e amplamente utilizado na agricultura em todo mundo, embora tenha sido
recentemente banido em alguns paises (Religia et al., 2019; Albuquerque et al., 2020).
Esse herbicida faz parte das triazinas (Religia et al., 2019), possui formula CgH14CINs e
peso molecular 215,69 g mol™? (Sanderson et al., 2000; Faust et al., 2001; Brain et al.,
2012). Ele age no fotossistema Il, bloqueando o transporte de elétrons e inibindo a
fotossintese (Brain et al., 2012; Religia et al., 2019; Albuquerque et al., 2020).

A ATZ é encontrada em baixas concentragdes (ng L™ e pg L) em muitos corpos
d’agua em diferentes paises, como Uruguai (Griffero et al., 2019), Brasil (Sposito et al.,
2018; Montagner et al., 2019), Espanha (Masiéa et al., 2015), Portugal (Barbosa et al.,
2018), E.U.A (Callicott e Hooper-Bui, 2019; Mahler et al., 2017), Croécia (Fingler et al.,
2017) e Singapura (Bayen et al., 2016). E considerado ser um desregulador enddcrino
(Stayner et al., 2017) atuando como inibidor do fotossistema Il da alga
Pseudokirchneriella subcapitata, da cianobactéria Anabaena flos-aquae e da diatomacea
Navicula pelicullosa (Brain et al., 2012), inibindo o crescimento da alga Raphidocelis
subcapitata (Religia et al., 2019), aumentando o nimero de neonatas invidveis de
Daphnia magna (Religia et al., 2019) diminuindo a expressdo de vitelogenina no
crustdceo Procambarus clarkii (Silveyra et al., 2018) e diminuindo horménios e
proteinas, bem como causando alteracBes nas fases de gametogénese do caramujo
Biomphalaria alexandrina (Omran e Salama, 2016).

O 17 a-etinilestradiol (EE2) é um horménio sintético muito utilizado na
formulacdo de contraceptivos orais (Avar et al., 2016; Kovacevic et al., 2019). Este
composto possui formula C2o0H2402, peso molecular de 296,4 g mol™ e baixa solubilidade
em agua (Capolupo et al., 2018). E um micropoluente encontrado com frequéncia nos
ambientes aquaticos de diferentes paises, como Uruguai (Griffero et al., 2019), Italia
(Baronti et al., 2000), Brasil (Sposito et al., 2018; Montagner et al., 2019; Franca et al.,
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2020), Europa central (Avar et al., 2016), Argentina (Scala-Benuzzi et al., 2018),
Inglaterra (Wilkinson et al., 2017) e China (Wang et al., 2018).

O EE2 é um desregulador enddcrino que em peixes atua desregulando a
gametogénese e diminuindo o tamanho do corpo, como verificado em Danio rerio (Silva
et al., 2012), alterando o sucesso reprodutivo (Van den Belt et al., 2003), a fecundidade
e viabilidade de ovos (Xu et al., 2008). Verificou-se ainda que este hormonio pode alterar
processos neurais de ratos (Ceccarelli et al., 2015), diminuir o gnatépodo secundario de
machos do anfipodo Hyalella azteca (Vandenbergh et al., 2003), aumentar a incidéncia
de deformacdes em neonatas dos moluscos gastropodos Nassarius burchardi e Nassarius
jonassi (Borysko e Ross, 2014), diminuir o sucesso reprodutivo de Lampsilis fasciola
(Leonard et al., 2014), influenciar negativamente na fixacdo do carbono da alga
Desmodesmus communis (Balina et al., 2015), diminuir a clorofila da alga Dualiella
salina (Belhaj et al., 2017) e inibir o crescimento das algas Chlorella vulgaris e
Scenedesmus armatus (Czarny et al., 2019).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi investigar o efeito dos compostos ATZ e
EE>, de forma isolada e em mistura, sobre o claddcero nativo Neotropical Ceriodaphnia
rigaudi, por meio de testes de toxicidade cronica, visando verificar se em concentracoes
normalmente encontradas nos ecossistemas aquaticos (ambientalmente relevantes) em
diferentes paises e continentes, mas especialmente no Brasil, poderiam causar efeitos de
toxicidade cronica sobre individuos e populacdes desta espécie. Ceriodaphnia rigaudi é
um cladocero tropical de pequeno tamanho (0,45+0,003 mm de comprimento) com um
ciclo de vida curto, facil cultivo e manutencao em laboratério, ja tendo sido anteriormente
investigada (Mohammed, 2009; 2008), quanto a possivel adequa¢do como organismo-

teste.

2. Materiais e métodos

2.1.Cultivo e manutencéo do organismo

Espécimes de Ceriodaphnia rigaudi foram coletados no reservatorio do Lobo-
Broa, Itirapina, SP, Brasil, e mantidos em cultivo em laboratorio, por diversas geracoes.
Para o cultivo foi utilizada como meio a &gua reconstituida com as seguintes
caracteristicas: pH entre 7,0 e 7,6 e dureza total entre 40 e 48 mg CaCOs Lt (ABNT,
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2017). Os organismos foram mantidos em béqueres de 1 L com cerca de 110 individuos
de C. rigaudi em sala com temperatura controlada de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12h
claro:12h escuro. Para a manutengéo das culturas, semanalmente foram realizadas trés
renovacdes totais do meio de cultivo com o fornecimento de novo alimento.

Os individuos foram alimentados com suspensdo da microalga cloroficea
Raphidocelis subcapitata cultivada em meio CHU-12 (ABNT, 2018, com modificacdo
do meio Oligo para Chu-12, no qual as algas ja estavam adaptadas ha mais tempo). Os
cladoceros foram cultivados numa suspensdo contendo a microalga na concentracéo de
10° células mL™ e também um aditivo alimentar consistindo de uma mistura de racio
fermentada de peixe (TetraMin®) e fermento biol6gico, na proporgéo de 1 mL/L.

Para monitorar as condicdes fisioldgicas dos individuos e verificar a sensibilidade
da espécie em cultivo, foram realizados 20 testes de toxicidade aguda com a substancia
de referéncia cloreto de sodio - NaCl (ABNT, 2017), e plotada a curva de sensibilidade

para a espécie C. rigaudi, nas condi¢des de laboratdrio.

2.2. Composto Quimico e Solucéo-Teste

O horménio 17 o-etinilestradiol (EE2) (pureza > 98%; CAS: 57-63-6) e 0 padréo
do herbicida atrazina (ATZ) (pureza > 98%; CAS: 1912-24-9), foram adquiridos da
Sigma Aldrich. Por apresentar baixa solubilidade em dgua, o horménio foi dissolvido com
0 solvente metanol, com grau de pureza 99,5% (Merck, EUA), e depois diluido em agua
reconstituida para o preparo da solucdo estoque. Para o teste definitivo de toxicidade
cronica, foi preparada uma solugéo estoque de 5000 pg L. Para isto, 10 mg de EE foram
inicialmente dissolvidos em 0,2 mL de metanol e entdo diluidos em 2 L de agua
reconstituida, atingindo uma concentracdo final de solvente de 0,01%. A partir desta
solugéo-estoque foram preparadas as solugOes—teste em diferentes concentragdes por
meio de diluigdes em série, em agua reconstituida.

O herbicida atrazina foi diluido em metanol com grau de pureza 99,5% (Merck).
Para preparacéo de uma solugdo estoque de 200 mg L%, 2 mg de ATZ foram dissolvidos
em 10 mL de metanol e, a partir desta solucdo, foram entdo preparadas as solugbes—teste
por meio de diluicGes em série, em &gua reconstituida, nas diferentes concentraces

estabelecidas para o teste definitivo, apos testes preliminares.
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2.3.Andlise quimica

A andlise quimica para determinagdo da concentracdo real do horménio EE> na
solucdo estoque inicial foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, SP.

Para o preparo das amostras, a solucéo de EE> foi diluida na mistura H.O/MeOH
70:30 v/v, filtrada em filtro de seringa (PTFE 0,22 um) e transferida para vials, para
posterior analise em Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em
tandem (LC-MS/MS). Para a andlise de quantificacdo, foi utilizado um cromatografo
Agilent (modelo 1200), equipado com injetor automatico, bomba binaria e comprimento
de coluna termostatizada. A separacdo cromatografica foi realizada usando uma coluna
Zorbax SB-C18 (2,1x30 mm, tamanho de particula de 3,5 um) a 30 °C. A fase movel
consistiu de agua ultrapura (A) e metanol (B), que foram previamente filtrados em
membranas com porosidade de 0,2 um contendo, para os compostos que ionizam no modo
negativo, 0,01% (v/v) de NH4OH e, para os compostos que ionizam no modo positivo,
0,01% (v/v) de HCOOH, aditivos esses que favorecem a formacao de ions.

Em funcdo da concentracdo do solvente B para 0 modo negativo, a composi¢ao
do gradiente foi a seguinte: inicio com 30% e aumento para 80% em 13 minutos,
mantendo essa condi¢do por 1 minuto. Para o modo positivo, seguiram-se: inicio com
30% e aumento para 42% em 3,5 minutos, seguido de aumento para 70% em 8 minutos
e, por fim, 80% em 12,5 minutos. Em ambos 0s modos de ioniza¢do, entre cada corrida
cromatografica, o sistema foi mantido a 30% de B por 5 minutos para recondicionamento
da coluna.

A identificacéo e quantificacdo do composto foi realizada por Espectrometria de
Massas em um equipamento Agilent com triplo quadrupolo (modelo 6410B) e o
composto foi ionizado, no modo positivo e negativo, em uma fonte de electrospray e
monitorados pelo modo Multiple Reaction Monitoring (MRM), seguindo os parametros
da Tabela 3.1. Com a area obtida para 0 composto em funcdo da sua concentracdo na

coluna, foram construidas as curvas analiticas.
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Tabela 3.1 - Transi¢Oes precursor-produto e suas respectivas energias de colisdo (EC),
selecionadas para a quantificagdo dos compostos, empregando o0 modo MRM do

espectrometro de massas

] Fragmentador | Precursor
Polaridade

Quantificacao Confirmacdo 1 | Confirmacéo 2

V) (m/z) m/iz | EC(v) | m/iz | EC(V) | m/z

EC (v)

EE>

- 100 295 158,9 30 144.9 30 143

2.4.Testes de sensibilidade

Para o teste de sensibilidade, foi utilizado como substancia de referéncia o NaCl
(Dindmica® Brasil) com solucdo estoque preparada na concentracdo de 100 g L, e a
partir desta, foram feitas diluicbes para preparacdo das solucbes-teste nas seguintes
concentragdes: 0,3; 0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g L™, além do controle. Foram realizados 20
testes para determinacdo da faixa de sensibilidade da espécie (carta-controle) (Casali-
Pereira et al., 2015; Mansano et al., 2018). O teste foi estatico, sem iluminacdo e sem
alimentacdo dos organismos, e foram mantidos na mesma temperatura do cultivo, de 25
+ 1 °C, em sala climatizada. Para o teste, foram utilizados 5 organismos por réplica e
estabelecidas 4 réplicas por concentracdo (além do controle) em recipientes-teste com 10
mL de solucdo-teste (ABNT, 2017). O ensaio teve duracdo de 48h e foram observados e
contabilizados os organismos imaveis. As variaveis abioticas foram medidas no inicio e
ao final dos testes (ABNT, 2017).

2.5.Toxicidade cronica dos compostos isolados

O teste de toxicidade cronica foi realizado segundo o protocolo NBR 13373 da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

O teste foi semi — estatico, sendo a renovagdo do meio feita a cada 2 dias (dia sim,
dia ndo). Em cada recipiente-teste foram colocados 15 mL de solugdo-teste, tendo sido
estabelecidas 10 réplicas por concentracdo e para os controles (controle com agua
reconstituida e controle com solvente metanol) contendo um individuo neonata em cada

recipiente-teste. Os recipientes-teste ndo receberam aeracdo e os individuos foram

40
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alimentados de acordo com os procedimentos ja descritos anteriormente para o cultivo
estoque deste claddcero. O teste foi mantido em sala com temperatura controlada de 25 +
1 °C e fotoperiodo 12h:12h claro/escuro.

Foram estabelecidas sete concentracGes-teste tanto para a ATZ (10; 20; 40; 80;
160; 320 e 640 pug L) como para o EE; (25; 35; 49; 68,5; 96; 134,5 e 188 ug L), além
dos controles com agua reconstituida e com o solvente metanol, para ambos os testes. O
teste foi iniciado com neonatas com menos de 24 horas de idade, nascidos da terceira
ninhada de individuos reprodutivos mantidos isolados a partir dos cultivos pre-teste. A
duracdo do teste foi estabelecida como sendo o tempo desde a montagem do teste com
neonatas com menos de 24 horas de idade até, no méximo, 8 dias, com o estabelecido
pelo protocolo NBR 13373 da ABNT (ABNT, 2017).

Durante o teste, foram observados e contados 0 nimero de neonatas em cada
réplica. Foram feitas medidas do comprimento do corpo dos neonatas no inicio dos testes
e medidas dos adultos ao final dos testes. As variaveis abidticas nas solucGes-teste (pH,
oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura) foram medidas no inicio, uma outra
vez no decorrer da semana e no final do teste para: controles (com agua reconstituida e
com o solvente metanol) e nas solu¢des com a mais baixa e a mais alta concentracdo do
hormonio EE; e do herbicida ATZ (ABNT, 2017).

2.6.Teste de toxicidade das misturas

Os testes de toxicidade da mistura do horménio EE> com o herbicida ATZ foram
também realizados utilizando-se o claddcero nativo C. rigaudi. Os testes foram semi-
estaticos, com as solugdes-teste renovadas a cada dois dias, com seis réplicas contendo
15 mL de solugéo-teste e um neonata, com menos de 24 horas de idade, em cada em cada
recipiente-teste. O teste teve duracdo de, no maximo, oito dias, e foi mantido sob as
mesmas condic¢des de temperatura e fotoperiodo descritas no cultivo. Durante o ensaio,
o0s organismos foram observados sob microscopio estereoscopico (Zeiss, Modelo C2000,
Alemanha), foram registrados o0 nimero de neonatas e de fémeas sobreviventes.

Para o ensaio com misturas foram utilizados os dados dos testes de toxicidade
crénica obtidos dos ensaios de exposicdo individual de cada composto, para o
estabelecimento das concentracdes de cada composto a ser utilizado nas combinagdes
para preparacdo das misturas. O delineamento experimental incluiu, simultaneamente,

um teste individual para cada composto e um conjunto de 23 combinagdes, sendo um



113

delineamento de razao fixa parcial (Cassee et al., 1998), usado para as misturas para se
evitar a inclusdo de tratamentos com altas concentragdes, que poderiam levar a
mortalidade dos organismos.

Com base nas forcgas toxicas, foram calculadas as concentra¢cdes nominais das
misturas: 0,375 (0,125 + 0,25; 0,25 + 0,125); 0,5 (0,125 + 0,375; 0,25 + 0,25; 0,375 +
0,125); 0,75 (0,125 + 0,625; 0,25 + 0,5; 0,375 + 0,375; 0,5 + 0,25; 0,625 + 0,125); 1
(0,125 + 0,875; 0,25 + 0,75; 0,375 + 0,625; 0,5 + 0,5; 0,625 + 0,375; 0,75 + 0,25; 0,875
+0,125);1,5(0,5+1;0,75+0,75; 1+ 0,5); 1,75 (0,75 + 1; 1 + 0,75) e 2 (1 + 1) unidades
toxicas (UT). Para os cladoceros, uma unidade téxica correspondeu a CEso, obtida dos

testes de toxicidade cronica individual (para cada composto utilizado).

2.7.Sensibilidade das espécies — SSD

Para comparar a sensibilidade de varios organismos, sdo construidas curvas de
distribuicéo de sensibilidade das espécies (SSD — Species Sensitivity Distribution). Para
a curva de sensibilidade foram comparados os valores da concentracdo de efeito nédo
observado (NOEC) nos testes de toxicidade crénica para o cladocero C. rigaudi exposto
ao hormonio etinilestradiol e ao herbicida atrazina com os valores obtidos para outras
espécies deste e de outros grupos taxonémicos. Para a comparacdo, os dados dos outros
organismos foram obtidos, principalmente, no Banco de Dados da USEPA ECOTOX

(http://cfpub.epa.gov/ecotox/) e complementado com outros dados da literatura. Foram

considerados os dados de toxicidade obtidos em laboratério para organismos de agua
doce, incluindo espécies de algas fitoplanctonicas e animais invertebrados e vertebrados,
com foco nos parametros reprodutivos, NOEC e CEsp. Para espécies com mais de um
valor disponivel, foram calculadas as respectivas médias geométricas.

Para a construcdo das curvas de sensibilidade foi utilizado o software ETX 2.0
(Van Vlaardinger et al., 2004) que traz no eixo Y os percentuais da fragéo potencialmente
afetada (Potentially Affected Fraction — PAF) referindo-se a concentragdo perigosa
(Hazardous Concentration — HCp) sendo: p = porcentagem de espécies ameagadas pelo
contaminante. O software permite também calcular os valores de HCs e HCso (sendo, 5%
e 50% as porcentagens mais utilizadas) e seus respectivos limites de confianca, com base
na metodologia de Aldenberg e Jaworska (2000). A log-normalidade foi testada com o

teste de Anderson-Darling que esta incluso no pacote do software ETX.


http://cfpub.epa.gov/ecotox/
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2.8.Avaliacao de risco ecoldgico

A avaliacdo preliminar de risco ecoldgico é analisada com base no quociente de
risco (RQ — Risk Quotient), que dividindo a concentracdo ambiental prevista ou medida
(PEC ou MEC) pela concentracdo sem efeito previsto (PNEC) (RQ = PEC ou MEC /
PNEC).

Nesse trabalho foi utilizado o valor da MEC, estimados pelos dados disponiveis
na literatura para rios brasileiros, por ser o organismo-teste uma espécie tropical. Foi
utilizado o valor médio das concentracfes medidas em rios do Estado de Séo Paulo
(Montagner et al., 2019), nos quais foram identificadas as duas substancias aqui
estudadas.

O valor da PNEC foi obtido dividindo o valor da NOEC pelo fator de avaliagéo,
seguindo as recomendacGes do Documento de orientacdo técnica sobre avaliacdo de

riscos (Technical Guidance Document on Risk Assessment) (TGD, 2003):

PNEC__NOEC
~AF

Sendo: AF o fator de avaliacdo igual a 100, por ser utilizado o valor da NOEC de
um teste crénico para a espécie. Os valores de AF sdo os recomendados pela TGD (2003).
Para interpretagdo dos dados, os valores de RQ > 1 indicam alto potencial de risco e RQ

< 1 indicam baixo potencial de risco (Papadakis et al., 2015).

2.9.Andlise estatistica

Os valores da CEse-48h dos testes de sensibilidade ao cloreto de sodio e seu
intervalo de 95% de confianga, foram calculados por regressao ndo linear, com ajuste pela
equacdo logistica utilizando o programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004).

Para a andlise dos resultados do teste de toxicidade crénica, foi utilizado o
programa de software SigmaPlot v11.0 (Systat Software Inc., 2008). A normalidade dos
dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram
distribuicdo normal, foi feita uma ANOVA paramétrica seguida do teste de Tukey (que
compara cada tratamento com todos os outros) e do teste de Dunnet (que compara 0s

tratamentos com o controle) (Demsar, 2006; Zar, 2010). Quando os dados nao
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apresentaram distribuicdo normal, foi feita uma ANOVA ndo paramétrica seguida do
teste de Kruskal-Wallis, que compara cada tratamento com todos os demais e o teste de
Dunn, que compara com o controle (Theodorsson-Norheim, 1986; ZaR, 2010). Nos testes
estatisticos, o nivel de significancia foi de 95% (p < 0,05).

Para a andlise do teste de toxicidade cronica em mistura, os dados foram
analisados pelos modelos conceituais de Acdo Independente (IA) e de Adicdo de
Concentracdo (CA). Utilizando a ferramenta MIXTOX (Jonquer et al., 2005), o efeito
combinado esperado, calculado a partir das exposic¢des individuais, foi comparado com
os dados observados. As analises comparadas foram estendidas e os trés modelos de
referéncia (Interacdes sinérgicas/antagbnicas (S/A), desvio dependente da proporcao da
dose (DR) (Dose Ration-dependent) e dependente do nivel da dose (DL) (Dose Level-
dependent)) foram modelados pela adi¢cdo dos parametros a e b. Em desvios sinérgicos e
antagonicos, o parametro “a” se torna respectivamente negativo ou positivo.

Para o DR, além do parametro “a”, estd incluso um segundo parametro, o “bpr”,
que permite a identificacdo do papel de cada composto na mistura. Um segundo
parametro, além do parametro “a” (que indica o desvio em baixas e altas doses), também
estd incluso para o DL, o “bpL”, que indica em qual nivel da dose o desvio muda. Na
Tabela 3.2 e em Jonker et al. (2005) encontram-se maiores detalhes dessas fungdes de
desvio. Apds ajustar os dados aos desvios e modelos conceituais, foi escolhido o melhor
ajuste por método de maxima verossimilhanca e apos identificado o modelo mais
adequado, o padrao de efeitos foi deduzido dos valores dos parametros e 0 desvio maximo
foi calculado em termos de nivel de efeito, (Jonker et al., 2005; Freitas et al., 2014;
Mansano et al., 2017).
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Tabela 3.2 - Interpretagdo dos parametros adicionais, “a” e

Concentracdo (CA) e da Acdo Independente (1A)
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“b”, definindo a forma funcional dos padrdes dos desvios da Adi¢do de

Desvio Padréo Parametro "a" (CAe IA)

Parametro "'b" (CA) Parametro "'b" (1A)

a> 0 - antagonismo
Sinergismo / Antagonismo (S/A)
a<0 - sinergismo

a> 0 - antagonismo, exceto para aquelas
proporcdes de misturas onde um valor de b

Dependente da proporgio da dose (DR) negativo significativo indica sinergismo

a<0 - sinergismo, exceto para aquelas
proporcdes de misturas onde um valor de b
positivo significativo indica antagonismo

b > 0 - antagonismo onde a toxicidade da mistura é causada principalmente pelo toxicante i

b; <0 - sinergismo onde a toxicidade da mistura é causada principalmente pelo toxicante i

a> 0 - antagonismo em nivel da dose baixo e
sinergismo em nivel da dose alto

Dependente do nivel da dose (DL)

a<0 - sinergismo em nivel da dose baixo e
antagonismo em nivel da dose alto

bp, > 1 - mudanca em nivel da dose menor do que CEs bpL > 2 - mudanca em nivel da dose menor do que CEs

bpL = 1 - mudanca em CEs, bpL =2 - mudanca em CEsy

0 <bp, <1 - mudanga em nivel da dose maior do que CEsy 1 < bp <2 - mudanca em nivel da dose maior do que CEs

bp, < 0 - sem mudanga, mas a magnitude do S/A é bpL < 1 - semmudanga, mas a magnitude do S/A é
dependente do nivel da dose dependente do nivel de efeito

Adaptado de Jonker et al., 2005
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3. Resultados

3.1.Variaveis abidticas, teste de sensibilidade e analises quimicas

Nos testes de toxicidade com os compostos individuais de ambas substancias, o
pH variou entre 7,3 a 8,0, a condutividade elétrica de 216 uS cm?a 303 puS cm?, o
oxigénio dissolvido entre 4,73 a 5,74 mg L, a temperatura da gua entre 24,7 a 26,3 °C
e a dureza entre 42 e 43 mg CaCOs; L. Na mistura dos compostos, as variaveis
apresentaram as seguintes faixas: pH entre 7,3 a 7,9, condutividade elétrica de 213 a 273
uS cm, oxigénio dissolvido de 4,65 a 7,0 mg L™, temperatura da agua 24,2 a 25,0 °C e
dureza da agua de 40 a 42 mg CaCOs L. Sendo assim, durante a realizacdo dos testes a
faixa de variacdo das variaveis atendeu os critérios estabelecidos pela ABNT (2017).

Os valores da CEso-48h do cloreto de sddio para C. rigaudi, resultantes de 20 testes
de toxicidade aguda variaram de 0,84 a 1,5 g L. Os valores da CEso-48h dos 20 testes,
seus respectivos desvios-padrdo, variancia e coeficiente de variacdo, sdo apresentados na
Tabela C1 no Apéndice C. As variaveis abidticas atenderam os critérios estabelecidos
pela ABNT (2017), com: pH entre 7,1 a 7,8, oxigénio dissolvido entre 4,54 a 7,5 mg L
e condutividade entre 208 pS cm™ a 5,85 mS cm™.

A faixa de sensibilidade de C. rigaudi a substancia de referéncia cloreto de sédio,
variou entre 0,88 a 1,60 g L™, com o valor médio de CEso-48h de 1,24 g L. A faixa de

sensibilidade do organismo-teste pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1 - Faixa de sensibilidade de Ceriodaphnia rigaudi ao Cloreto de Sodio (NaCl)

em 20 testes de toxicidade aguda. Os circulos preenchidos fechados (e) indicam os valores
de CEs0-48h de cada teste
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1,60

1,20 ° e = 5

0,80 ¢
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As analises da solucao-teste em LC-MS/MS (Tabela 3.3) mostram que nos testes
de toxicidade cronica dos compostos isolados, para o EE> a diferenga entre a concentragéo
real do composto (medida) ndo atingiu 20% da concentra¢do nominal. Devido a isso, na
apresentacdo dos resultados foram mantidas as concentragdes nominais como sugerido

pela ABNT (2017). O limite de quantificagdo instrumental para o EE; foi de 50 pg L.
Tabela 3.3 - Concentragdo do composto 17 a-etinilestradiol determinado na amostra

Amostra (concentragdo nominal) Concentracéo real

EE (5000 pg L) 4412 pg L™

3.2.Testes de toxicidade dos compostos isoladamente

O numero de neonatas produzidos por fémea de C. rigaudi exposta ao herbicida
atrazina (ATZ) e ao hormdnio 17 a- ethinilestradiol (EE>), sdo apresentados na Figura 2,
respectivamente. A CEsg-7dias dos compostos isolados para EE> e ATZ séo 82,94 + 4,63
ug Lt e 79,52 + 9,25 ug L, respectivamente.
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Paraa ATZ, todas as concentracdes testadas (10; 20; 40; 80; 160; 320 e 640 ug L
1y apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao controle, com menor
producéo de neonatas (One Way ANOVA,; Fs 166 = 139,999 p < 0,001; Teste de Dunnett
p < 0,050) (Figura 2a). Para o experimento com exposi¢do ao EE», nas quatro maiores
concentrages (68,5; 96; 134,5 e 188 pg L™?) a producdo de neonatas por fémea de C.
rigaudi foi menor do que a produgéo no controle (Kruskal-Wallis H = 137,181 p < 0,001,
Teste de Dunn p < 0,05) (Figura 2b).

Figura 2 - Numero médio de neonatas produzidos pelo cladocero Ceriodaphnia rigaudi
durante os testes de toxicidade cronica com exposi¢do a: (A) herbicida ATZ e (B)
horménio EE»>. As barras representam o nimero médio de neonatas obtidos, para o
controle e para cada concentracao testada. As linhas verticais representam o desvio padrédo

e o asterisco (*) indica diferenca significativa entre cada tratamento e o controle

Concentragdo ATZ (ug L'l) Concentragao EE, (ug L'I)

Ao se compararem os tamanhos dos individuos adultos (Figura 3) ao final do teste,
ndo foram observadas diferencas significativas entre o tamanho dos individuos expostos
a atrazina e aqueles dos controles (One Way ANOVA; Fgs3 = 1,321 p = 0,259) (Figura
3a). Para a exposicdo ao EE», ocorreram diferenga significativas no tamanho dos
individuos adultos nas quatro maiores concentraces (68,5; 96,0; 134,5 e 188,0 ug L),
sendo que nestas concentragdes 0s organismos apresentaram tamanho do corpo (expresso
em mm) menor do que os individuos no controle (Kruskal-Wallis H = 43,166 p < 0,001,
Teste de Dunn p < 0,05) (Figura 3b).
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Figura 3 - Valores do tamanho médio do corpo dos adultos de Ceriodaphnia rigaudi ao
final dos testes de toxicidade cronica apds exposicdo aos compostos tdxicos
isoladamente: (A): ATZ e (B) EE2. As barras representam o tamanho médio do corpo
(mm) de trés adultos para o controle e para cada concentracédo testada. As linhas verticais
representam o desvio padrdo e o asterisco (*) indica diferenca significativa entre o

resultado obtido em cada tratamento e o controle
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3.3.Teste de toxicidade dos compostos em mistura

Como o modo de agdo dos compostos ATZ e EE» ndo é ainda conhecido para C.
rigaudi, optou-se por testar os modelos de referéncia CA e IA e ver qual descreveria
melhor os resultados obtidos. O valor da CEsp.7dias (teste de toxicidade cronica), para
cada um dos compostos testados de forma individual simultaneamente ao teste de
misturas foi de 46,84 + 7,14 ug L™ para o EE; e de 40,32 + 21,74 ug L paraa ATZ.

Para os dois modelos de referéncia testados, CA e IA, o melhor ajuste e resultados
mais significativos foram obtidos com 0 modelo IA. Todos os dados e pardmetros do teste
de significancia obtidos pela ferramenta MIXTOX s&o apresentados na Tabela 3.4 (para
ambos modelos). O ajuste dos dados ao modelo IA produziu uma soma dos quadrados
dos residuos (SS) de 179,19 com p < 0,05 e r2 de 0,65. Apos adicionar o parametro “a”
no modelo 1A para descrever o desvio S/A, o valor de SS diminuiu para 174,55, porém
n&o foi estatisticamente significativo (p = 0,331). Para a anélise do desvio dependente da

dose (DR) e desvio dependente do nivel da dose (DL), foram utilizados os parametros e
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desvios calculados em IA. Ao se adicionarem os parametros “a” ¢ “bpr”, para o DR, foi
observada uma diminuicdo de SS para 165,41, que ndo foi estatisticamente significativo
(p = 0,236). Ja a adigdo dos parametros “a” e “bpL” para o DL, foi estatisticamente
significativo (p < 0,05 e r2 de 0,768) com SS diminuindo para 118,71.

Com esses resultados, pode se observar que houve interacdo entre 0s compostos
analisados e essa interagdo na mistura foi dependente do nivel da dose (DL). Houve
sinergismo em nivel de dose baixo, ou seja, nas menores concentragdes, e 0 antagonismo
pode ser observado nas concentra¢fes maiores com a mudanga da interacdo ocorrendo

maior que a CEso (Figura 4).

Tabela 3.4 - Parametros e resultados da analise (usando MIXTOX) do teste de toxicidade
crbnica da exposicéo do claddcero Ceriodaphnia rigaudi a mistura do 17 a-etinilestradiol

e atrazina, usando o Modelo de Adicdo (CA) e o Modelo de Acédo Independente (1A)

Modelo CA Modelo 1A
CA SIA DR DL IA SIA DR DL

max 19,17 20,18 20,19 20,29 18,64 19,04 19,39 20,16
PEE2 0,95 0,095 0,090 0,100 0,209 0,169 0,047 0,890
B ATz 1,09 1,079 1,081 1,070 0,928 0,918 0,938 1,275
CEsoEe2 46,84 0,033 0,021 0,047 20,53 10,65 0,011 43,27
CEsoatz 40,32 41,34 41,36 39,52 62,84 52,84 51,01 39,98
“a” - -159,11 -132,02 0,032 - 0,717 -688102 -8,937
bor/ioL - - -113,35 6,089 - - 689115 1,434
SS 260,17 154,44 154,44 162,47 179,19 17455 16541 118,71
r2 0,492 0,698 0,698 0,683 0,650 0,659 0,677 0,768
Teste y2 ou F 7,52 18,77 0,00059 -1,825 14,422 0,944 2,882 14,824
df - 1 1 1 - 1 2 2

p (x*ou F) 0,00023  0,000014 0,980 - 0,0000009305 0,331 0,236 0,0006

CA: modelo de Adicdo de concentracdo; IA: modelo de Acdo Independente; S/A: desvio Sinergismo ou
antagonismo; DR: desvio Dependente da Proporcdo da Dose; DL: desvio Dependente do Nivel da Dose;
max: valor maximo da resposta; f slope da curva de resposta a dose individual; CEsp: concentracdo média
efetiva; “a”, bpr e bpL: pardmetros da funcéo; SS: soma dos quadrados dos residuos; r2: coeficiente de
regressdo; Teste ¥ ou F: teste estatistico; df: grau de liberdade; p (3% ou F): nivel de significancia do teste

estatistico.
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Figura 4 - Isobolograma para os resultados do teste de toxicidade da mistura de atrazina
e etinilestradiol sobre a fecundidade (nimero de neonatas por fémea) da espécie
Ceriodaphnia rigaudi para o nivel dependente da dose (DL) no modelo de agdo
independente (1A)
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3.4.Distribuicado das espécies e avaliagdo de risco ecoldgico

A analise da curva SSD obtida para a ATZ (Figura 5) e o EE> (Figura 6) indica
que a espécie C. rigaudi é uma espécie sensivel. Porém, ela é mais sensivel a ATZ do que
ao EE»>. Com relacdo ao herbicida, a espécie C. rigaudi foi mais sensivel que a grande
maioria dos organismos, tanto invertebrados quanto vertebrados. Sua sensibilidade foi
maior que a de todos 0s outros crustaceos representados na curva, como Daphnia magna,

Ceriodaphnia dubia, Pseudosida ramosa e também maior que a do rotifero Brachionus
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calyciflorus. C. rigaudi sé foi menos sensivel que a alga Chlamydomonas reinhardtii e o

peixe Poecilia reticulata.

Figura 5 - Curva de distribuicéo da sensibilidade das espécies (SSD) construida com base
nos valores da concentracdo de efeito ndo observado (NOEC) para o herbicida atrazina
obtidos para Ceriodaphnia rigaudi (em negrito) e para outros organismos com dados

obtidos da literatura
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Com relacdo ao horménio, a espécie C. rigaudi foi mais sensivel que todos os
crustaceos representados na curva SSD, como D. magna, C. dubia, C. reticulata, e
tambeém mais sensivel que a larva do inseto Chironomus tentans e a alga Chlorella
vulgaris. Esta espécie foi menos sensivel o rotifero Brachionus calyciflorus, que o
molusco Physa pomilia e que todos os peixes da curva, como Oryzias latipes e

Pimephales promelas.

N -
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Figura 6 - Curva de distribuicéo da sensibilidade das espécies (SSD) construida com base
nos valores da concentracdo de efeito ndo observado (NOEC) para o hormoénio 17a-
etinilestradiol obtidos experimentalmente para Ceriodaphnia rigaudi (em negrito) e para

outros organismos com base em dados da literatura
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Os valores de concentracdo perigosa para 5% e 50% (HCs e HCsg) (Tabela 3.5),
obtidos na curva, revela que para a HCs a espécie C. rigaudi estaria protegida contra os
efeitos toxicos de ambos 0s compostos. De acordo com os valores de HCso, a espécie
estaria protegida dos efeitos do hormonio, porém, ndo estaria protegida dos efeitos da

atrazina.
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Tabela 3.5 - Valor médio da concentracdo perigosa para 5% (HCs) e 50% (HCso) dos

individuos de Ceriodaphnia rigaudi e seus respectivos intervalos de confianca de 95%

(IC 95%) e NOEC para a atrazina e o 17 a-etinilestradiol

Toxicidade cronica HCs (ug L) HCso (g L) Organismo (ug L)
(NOEC) HCs IC 95% HCso | 1C95% C. rigaudi
Atrazina 1,07 0,18-3,43 40,83 | 16,29-102,34 9
17a-etinilestradiol 0,000324 | 0,00000288-0,00702 | 3,83 | 0,331-44,34 49

Para avaliacdo preliminar do risco ecoldgico dessas substancias, o quociente de
risco foi calculado utilizando a NOEC. Os dados de RQ, PNEC e PEC podem ser
observados na Tabela 3.6. Para a obtencdo dos dados de PNEC, a NOEC é dividida pelo

AF (TGD, 2003), que, nesse caso sera igual a 100. Os resultados mostram que, tanto o

herbicida como o horménio apresentam alto potencial de risco ecoldgico para a biota das

aguas brasileiras, pois os valores de RQ foram superiores a 1.

Tabela 3.6 - Risco ecoldgico do herbicida atrazina e do hormonio etinilestradiol

calculado pelo quociente de risco (RQ), com base nos dados da concentracdo de efeito
ndo observado (NOEC) (PNEC - pg L. MEC (ug L) é baseado na concentragio
ambiental média medida em rios brasileiros (dados da literatura); RQ (MEC/ PNEC)

Compostos MEC PNEC RQ Nivel de risco
ATZ 0,611° 0,09 6,79 Alto
EE2 0,777° 0,49 1,58 Alto

2 Concentracdo ambiental média determinada por Montagner et al., 2019

4. Discussao

O valor médio da CEsp-48h do cloreto de sddio da faixa de sensibilidade de C.

rigaudi, obtido experimentalmente pelos testes de sensibilidade foi comparado com o

valor do CEsp-48h médio também do cloreto de sodio da faixa de sensibilidade de C.
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silvestrii, por serem espécies do mesmo género e muito parecidas quanto ao tamanho. C.
rigaudi apresentou um valor do limite inferior da faixa de sensibilidade menor do que o
das faixas de referéncia de C. silvestrii, porém, o valor de variacdo dos testes ficou
proximo daquele das faixas de sensibilidade de: 1,0 - 1,83 g L™ obtido por Casali-Pereira
etal. (2015) e de 1,0 — 1,32 g L%, obtido por Mansano et al. (2016).

Por meio dos testes de toxicidade cronica das substancias testadas isoladamente o
valor da CEso-7 dias obtido foi de 82,94 + 4,63 ug L™ para o EEz e de 79,52 + 9,25 ug L
! para a ATZ. Ambos os compostos afetaram negativamente a fecundidade de C. rigaudi,
porém, o efeito da ATZ reduziu o nimero de neonatas deste claddcero em todas as
concentragdes, enquanto que, com a exposicéo ao EE», a diminuicdo ocorreu apenas nas
quatro maiores concentracfes do composto, evidenciando, desta forma, que a atrazina
tem efeitos adversos em concentracdes bem abaixo do ECso, em comparagdo com o EEo.

Diversos estudos ecotoxicolégicos tem mostrado que a exposi¢cdo ao EE» causa
alteracdes nos parametros reprodutivos tanto de vertebrados como de e invertebrados.
Alteracdes de fecundidade foram observadas no peixe Pimephales promelas (Armstrong
et al. 2016) ap0s exposicao a este hormodnio. Capolupo et al. (2018) expuseram diferentes
espéecies (ourico do mar, mexilhdo e peixe) ao EE> e observaram diminuicdo na
fertilizagdo do ourico do mar Paracentrotus lividus e do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis, bem como o desenvolvimento anormal das larvas destas espécies
Leonard et al. (2017) observaram atraso na maturacdo dos ovos e no desenvolvimento
embrionario do molusco Elliptio complanata e constataram que a fisiologia dos machos
ao contaminante foi mais sensivel e afetada que a das fémeas.

Desregulacdo enddcrina foi observada por Voisin et al. (2016) para o peixe
Kryptolebias marmoratus quando exposto ao EE». Eles observaram diminui¢cdo no
namero de ovos dos individuos em concentracdo baixa e ambientalmente relevante deste
hormonio (4 ng L) e, em uma concentragdo mais alta (120 ng L), verificaram um
aumento tardio no nivel de andrdgenos. Estes autores concluiram que o aumento tardio
de horménio no individuo poderia ser devido ao efeito do EE> e que a exposicao a este
horménio pode levar a impactos duradouros no sistema enddcrino destes peixes (\Voisin
etal., 2016).

A atrazina € um herbicida que age no fotossistema Il de plantas, inibindo o
transporte de elétrons e afetando a fotossintese (Silveyra et al., 2018; Religia et al., 2019).
Também pode ocorrer em algas como Chlamydomonas reinhardtii (Esperanza et al.,
2015; Fernandez-Naveira et al., 2016) e Chlorella sp (Sun et al., 2020), que quando
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expostas ao herbicida ATZ, apresentaram inibicdo de crescimento. Além de inibir o
crescimento, a exposicdo ao ATZ pode diminuir o teor de clorofila a (Fernandez-Naveira
et al., 2016; Chin et al., 2019), o que pode ser explicado pelo modo de acdo deste
herbicida.

Quando individuos ndo fotossintéticos foram expostos ao herbicida, foram
observados efeitos enddcrinos com ocorréncia de alteragcbes morfologicas e em
parametros reprodutivos. Reducdo da fertilidade foi observada por Freitas e Rocha (2012)
para o cladocero Pseudosida ramosa exposta a atrazina. Fémeas de Daphnia magna
alimentada com alga previamente exposta a ATZ, produziram uma quantidade maior de
neonatas, comparado ao controle, porém houve aumento no numero de neonatas
invidveis, que apresentaram anormalidades no corpo e na segunda antena (Religia et al.
(2019).

Silveyra et al. (2018) ao exporem a espécie de lagostim Procambarus clarkii a
ATZ observaram que houve inibigdo do crescimento ovariano e concluiram que a atrazina
inibe a producéo de vitelogenina nas fémeas, em decorréncia da inibi¢éo da sua expressao
nos ovarios e hepatopancreas. Yoon et al. (2019) observaram atraso no tempo de
desenvolvimento das fases de nauplio para copepodito e de copepodito para adulto ao
expor o copépodo marinho Tigriopus japonicus a ATZ.

Em nosso estudo foi observado que a exposicao de C. rigaudi ao EE> causou a
diminuicdo do tamanho do corpo dos organismos adultos nas maiores concentracoes,
sendo estas as mesmas concentracdes em que a fertilidade foi também afetada. A
exposi¢cdo a ATZ ndo afetou o tamanho do corpo dos adultos.

Levando em considera¢do o modo de acdo de cada composto, ambos agem nos
organismos como desreguladores enddcrinos. Em invertebrados, o EE2 pode agir inibindo
a expressdo de genes que estdo envolvidos na via de sinalizacdo ndo gendmica do
estrogénio, interrompendo as vias de regulacdo hormonal (Cuvillier-Hot e Lenoir, 2020),
podendo causar efeitos na reproducdo e tamanho dos organismos. Ja a ATZ pode agir
diminuindo o metabolismo celular e alterando a maturacdo ovariana (Albuquerque et al.,
2020).

Sendo a atrazina um herbicida amplamente utilizado na agricultura (Religia et al.,
2019; Albuquerque et al., 2020) e o 17 a-etinilestradiol muito usado pelas mulheres por
estar presente na formulacdo de anticoncepcionais (Kovacevic et al., 2019), ambas
substancias sdo frequentemente encontradas ocorrendo juntas nos corpos d’agua. Em

aguas superficiais, potavel e subterrdnea, do Estado de Sdo Paulo (Brasil), dentre os
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compostos identificados, ambos, a atrazina ¢ o 17 a-etinilestradiol estavam presentes. Em
aguas superficiais, concentragfes de até 611 ng L™t de ATZ e 777 ng L de EE foram
registradas. Em &gua potével o valor médio encontrado para ATZ e EE; foi de 36 e 32 ng
L1, respectivamente (Montagner et al., 2019). Ambas as substancias sido consideradas de
preocupacdo prioritaria e de risco para 0S organismos aquaticos, de acordo com a
avaliacdo de risco preliminar (Montagner et al., 2019).

Esses dois compostos também foram identificados por Sposito et al. (2018) nos
Rios Dourado e Brilhante no Mato Grosso do Sul (Brasil) nas concentracdes de 42,1 e
38,5 ng L para ATZ e EE,, respectivamente e por Griffero et al. (2019) em lagoas no
Uruguai, com 11,6 pug L™ de EE2 € 0,48 ug L™ de ATZ.

No ambiente, os organismos ficam expostos as misturas dos contaminantes que
podem interagir produzindo efeitos sinérgicos, aditivos ou antagonicos (Rocha et al.,
2018; Mansano et al., 2017; Barata et al., 2006). A mistura do herbicida ATZ e do
hormbnio EE> na espécie C. rigaudi foi analisada seguindo os parametros e ajustes do
modelo IA. As CEsp.7dias obtidas para os compostos isolados tiveram valores muito
semelhantes, de 46,84 + 7,14 ug L™ para 0 EE; e 40,32 + 21,74 ug L para a ATZ. A
analise pelo software MIXTOX mostrou que 0s compostos em estudo interagem entre si
e essa interacdo é dependente do nivel da dose, apresentando sinergismo nas
concentragcdes mais baixas e antagonismo nas maiores concentragoes.

A ocorréncia de interacdo em nivel da dose também foi observada por Freitas et
al. (2018), para o claddcero Ceriodaphnia silvestrii exposto a dois antibidticos
(florfenicol e oxitetraciclina). Nesse caso, 0 antagonismo foi observado em baixas doses
e 0 sinergismo nas doses mais altas, diferente do que ocorreu no presente estudo.

E dificil predizer os efeitos das misturas das substancias pelo seu modo de acéo,
pois, mesmo que compostos tenham um alvo similar, quando em combinacéo, seus efeitos
podem ser diferentes (Zhao et al., 2018). Um resultado de Zhao et al. (2018) mostrou a
ocorréncia de antagonismo nas concentracfes mais baixas da mistura de ATZ com
mesotriona (herbicida) para a microalga Selenastrum capricornutum; e sinergismo nas
baixas concentragdes e antagonismo nas altas concentragdes na mistura de
Halossulfurom-metilico e butacloro, foram observadas por Zhao et al. (2018.) Nesse
segundo caso, 0 antagonismo nas altas concentragdes foi relacionado aos locais de ligagdo
de proteinas, que foram preenchidos pelos produtos quimicos que competem de maneira

individual para ocupar os locais sobrepostos. Uma das explicagdes para o sinergismo seria
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a alteracdo de enzimas que modificam o metabolismo do composto téxico (Zhao et al.,
2018).

No presente estudo, 0 modelo que mais se adequou foi 0 de A¢do Independente
(IA), ou seja, os compostos agem de formas diferentes. Nesse caso, cada composto ird
ocupar seu sitio, e a ATZ, ao ativar enzimas de desintoxicacdo, ird influenciar a
metabolizacdo dos compostos e diminuir o hormonio.

A ATZ e o EE», podem ser consideradas substancias com um potencial de alto
risco ecoldgico para o ambiente aquatico. Segundo Montagner et al. (2019), esses
compostos estdo entre aqueles considerados preocupantes, por apresentarem risco
ecoldgico para a vida aquatica. A preocupacdo com o etinilestradiol, por apresentar alto
risco ambiental, também foi considerado por Griffero et al. (2019), Capolupo et al.
(2018), Torres et al. (2015) e Wang et al. (2018). O risco da ATZ também é reportado
por Montiel-Ledn et al. (2019), Zheng et al. (2017) e Sousa et al. (2016).

Dependendo da substancia e do ambiente em que estdo, 0s organismos apresentam
sensibilidades diferentes. Organismos de regides temperadas podem ser menos sensiveis
do que organismos de regides tropicais (ou o inverso), dependendo da substancia (Wang
et al., 2014). Cada regido possui caracteristicas préprias fisico-quimicas, de espécies e
funcionais. Devido a essas caracteristicas, a toxicidade de uma substancia em
determinada regido pode diferir da toxicidade em outra regido, mesmo que em organismos
monofiléticos. Sendo assim, dados obtidos para organismos em uma regido nao podem
proteger as espécies de outra regido, por que a resposta a toxicidade pode ser diferente
(Raymundo et al., 2019).

A sensibilidade entre espécies de outras regides nem sempre difere grandemente,
porém, o uso de espécies tropicais (no caso do Brasil) € recomendado. O uso de espécies
nativas tropicais torna a sensibilidade e a avaliagdo do risco potencial do composto na
agua ecologicamente mais relevantes (Rocha et al., 2018; Mansano et al., 2016).

Devido a sua elevada sensibilidade, ao facil cultivo e manutengéo no laboratorio,
além da sua reproducdo partenogénica e rapida, a Ceriodaphnia rigaudi se mostrou um

organismo-teste adequado para analises ecotoxicologicas.

5. Conclusao

Nosso estudo demonstrou que, tanto o EE> quanto a ATZ de forma isolada, afetam
a reproducgdo do claddcero Ceriodaphnia rigaudi. A ATZ diminui a fertilidade deste
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cladocero em todas as concentragdes testadas, mas ndo afeta o tamanho corpéreo dos
adultos. Ja o EE> diminui a fertilidade da C. rigaudi nas maiores concentragdes testadas,
nas quais foi observada a diminuicdo do tamanho corporal das fémeas adultas. Quando
em mistura, 0s compostos ATZ e EE;, os compostos interagem causando Sinergismo nas
baixas concentracdes e antagonismo nas altas concentragdes, evidenciando que em
concentragfes proximas das ambientalmente relevantes, os compostos podem ter um
efeito potencializador, afetando os individuos de forma mais severa. Além disso, ambos
0S compostos apresentaram alto risco ecoldgico para 0 ambiente aquéatico. Ceriodaphnia
rigaudi € um organismo-teste adequado por apresentar sensibilidade e exibir respostas a
toxicidade dos compostos. Além disso, sdo organismos nativos de facil cultivo e
manutencdo em laboratério, sendo importante o seu uso em analises ecotoxicoldgicas

para estudos em ambientes tropicais.
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Capitulo 4

Toxicidade aguda e crdnica intergeracional do herbicida atrazina ao

cladocero Ceriodaphnia silvestrii

Resumo

A atrazina (ATZ) € um herbicida amplamente utilizado na agricultura para combater ervas
daninhas e que age no fotossistema Il dos vegetais, diminuindo a capacidade
fotossintética. A presenca do herbicida nos corpos d’agua estd sendo frequentemente
constatada em diferentes paises, mesmo sabendo-se dos riscos que este composto
representa para a biota aquatica e para a saude humana. A exposi¢do em sucessivas
geracGes de um organismo a um composto quimico permite observar se o efeito €
transmitido no decorrer das geracdes e, se esse efeito vai agir da mesma forma que a
geracdo parental. Com isso, 0 objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito da ATZ na
espécie tropical Ceriodaphnia silvestrii através de testes de toxicidade aguda e teste de
toxicidade crénica intergeracional. Os endpoits observados foram imobilidade para o
teste agudo e fecundidade e tamanho corporal para o teste intergeracional. Por meio do
teste agudo foi obtida a CEso-48h com valor igual a 35,2 + 3,8 mg L. Através do teste
cronico, foi observado diminui¢do da fecundidade em ambas geragdes (Fo e F1). Na
geragdo Fo, a diminuicdo da fecundidade ocorreu apenas na penultima concentracédo (0,8
mg L) e na geracdo Fi, a diminuicdo da fecundidade ocorreu nas duas Gltimas
concentragdes (0,8 mg Lt e 1,6 mg L™1). O tamanho corporal das fémeas adultas néo
apresentou diferenca significativa em ambas as geragdes. A acdo da ATZ foi maior na
segunda geracdo de C. silvestrii, mostrando que os danos desse composto podem ser
transgeracionais. Com isso, pode-se concluir que a ATZ é um composto toxico de elevado
risco para a biota aquética e que afeta os organismos em concentracdes ambientalmente

relevantes.

Palavras-chave: Triazina; efeito transgeracional; organismo tropical; desregulador

enddcrino; risco ambiental
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Abstract

Atrazine (ATZ) is an herbicide, widely used in agriculture to combat weeds, and acts on
photosystem 11 of plants, decreasing photosynthetic capacity. The presence of the
herbicide in water bodies is frequently observed in different countries, although it is well
known the risk that this compound represents to aquatic biota and to human health.
Exposure in successive generations of an organism to a chemical compound allows
observing if the effect is transmitted over the generations and, if this effect will act in the
same way as the parent generation. Thus, the aim of our study was to evaluate the effect
of ATZ on tropical species Ceriodaphnia silvestrii through acute toxicity tests and
chronic intergenerational toxicity tests. The observed endpoits were immobility for the
acute test and fertility and body size for the intergenerational test. Through the acute test,
the ECs0-48h was obtained with a value equal to 35.2 + 3.8 mg L. Through the chronic
test was observed a decrease in fecundity in both generations (Fo and F1). In Fo generation,
the decrease in fecundity occurred only at the penultimate concentration (0.8 mg L), and
in F1 concentration, the fecundity decrease occurred in the last two concentrations (0.8
mg L and 1.6 mg L1). There was no significant difference of size adult female body in
both generations. ATZ's action was greater in the second generation of C. silvestrii,
showing that the damage of this compound can be transgenerational. Thus, it can be
concluded that ATZ is a high-risk toxic compound for aquatic biota and affects organisms

in environmentally relevant concentrations.

Keywords: Triazine; transgenerational effect; tropical organisms; endocrine disruptor;

environmental risk
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1. Introducéo

A atrazina (ATZ) € um herbicida amplamente utilizado na agricultura no combate
as ervas daninhas. Ele atua inibindo a cadeia transportadora de elétrons reduzindo a
conversdo da energia luminosa para energia quimica, diminuindo desta forma a
capacidade fotossintética de vegetais (Albuquerque et al., 2020). E um composto quimico
persistente no ambiente, com alto potencial de contaminacao e risco aos organismos em
geral, e também a saide humana. Comprovados cientificamente os riscos da ATZ, seu
uso foi proibido em paises da Unido Europeia (Ackerman, 2007) e diminuido no Canada
(Hénault-Ethier, 2016). Porém, mesmo assim, continua sendo um composto muito
utilizado, particularmente nos paises em desenvolvimento das regides tropicais.

Devido a sua utilizacdo em grandes quantidades na agricultura de grande porte, a
atrazina é transportada aos ecossistemas aquaticos pelo escoamento superficial que €
carreado até os corpos de agua e também indiretamente pelo spray aéreo nas aplicacoes
de pesticidas por avides, que sdo dispersados pelo vento podendo atingir corpos de dgua
mesmo distantes (Albuquerque et al., 2020)

A ocorréncia da atrazina tem sido frequentemente constatada em corpos de dgua
de diferentes continentes e paises, como o Uruguai (480 ng L™, Griffero et al., 2019),
Brasil (3 a 36 ng L%, Montagner et al., 2019), Canada (< 2 a 32 ng L™, Montiel-Leon et
al., 2019), EUA (33,3 ng L%, Callicott e Hooper-Bui, 2019), Espanha (4,53 e 5,08 ng L
! Masia et al., 2015) e Portugal (< 1,58 ng L, Barbosa et al., 2018). A frequéncia de
ocorréncia é preocupante, por ser um pesticida de alto risco ecoldgico para a biota e por
ja se ter conhecimento sobre alguns efeitos deletérios em organismos ndo-alvo
(Montagner et al, 2019). Entre os modos de acdo da atrazina é conhecida sua atuacao
como desregulador endécrino (Stayner et al., 2017)

Nos ambientes aquaticos, os alvos dos efeitos deste composto sdo ampliados para
invertebrados e vertebrados. Em algas expostas a ATZ, os efeitos ocorrem no
fotossistema I, com redugdo da densidade celular (Brain et al., 2012), inibicdo do
crescimento (Esperanza et al., 2015; Zhao et al., 2017; Religia et al., 2019) e diminuigéo
do teor de clorofila a (Ferndndez-Naveira et al., 2016; Chin et al., 2019). Pode causar
diminuicdo da fertilidade em cladocero (Freitas e Rocha, 2012), diminuicdo da motilidade
espermatica, em molusco, esperma de touro e peixe (Feng et al., 2017; Cleary et al.,
2019), atraso no tempo de desenvolvimento em copépodo (Yoon et al., 2019) e

malformacdes em sapos (Rutkoski et al., 2018).
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A exposicdo dos organismos em testes com sucessivas geracdes permite a
observacao da acdo de um composto no decorrer do ciclo de vida de um organismo-teste
e verificar se o efeito do composto é transmitido através das geracfes. As respostas em
cada geracdo podem diferir, mostrando que os organismos podem adquirir resisténcia aos
contaminantes, ou ao contrario, podem se tornar mais sensiveis (Dietrich et al., 2010;
Cleary et al., 2019). Para isso, testes de toxicidade aguda e crbnica sdo importantes
ferramentas para a avaliagcdo do comportamento do agente toxico no organismo e fornecer
subsidios para predizer efeitos em niveis hierarquicos maiores (Pivato et al., 2014).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do herbicida atrazina a um
organismo ndo-alvo, o cladécero Ceriodaphnia silvestrii por meio de testes de toxicidade
aguda e testes de toxicidade crbnica intergeracional. Ceriodaphnia silvestrii é
amplamente distribuida em aguas doces brasileiras e € uma espécie-modelo adequada
para analises ecotoxicologicas devido sua elevada sensibilidade (Abreu et al., 2010,
Raymundo et al., 2019).

2. Materiais e métodos

2.1.Cultivo e manutencéo do organismo

A espécie Ceriodaphnia silvestrii foi inicialmente isolada do reservatério do Lobo
(Broa) Itirapina/Brotas, SP, Brasil. A espécie € mantida em cultivo no Laboratorio de
Ecotoxicologia da Universidade Federal de S&o Carlos. Para o cultivo desta espécie foi o
meio utilizado foi 4gua reconstituida, com as seguintes caracteristicas: pH variando entre
7,0 e 7,6 e dureza total entre 40 e 48 mg CaCOs L™* (ABNT, 2017). Os organismos foram
mantidos em béqueres de 1 L com 100 individuos de C. silvestrii em cada e mantidos em
sala com temperatura controlada de 25 + 1° C e fotoperiodo de 12h claro:12h escuro. Para
a manutencéo das culturas, semanalmente foram realizadas trés renovag0es totais do meio
de cultivo com fornecimento simultaneo de alimento.

Os individuos foram alimentados com suspensdo da microalga cloroficea
Raphidocelis subcapitata cultivada em meio CHU-12 (ABNT, 2018 com substitui¢do do
meio Oligo pelo Meio Chu-12 no qual a alga se encontrava adaptada ha longo tempo). A

concentracdo das algas no meio de cultivo foi de 10° células mL™, com um aditivo
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alimentar constituido de uma mistura de ragdo fermentada de peixe (TetraMin®) e
fermento bioldgico (ABNT, 2017), na proporgdo de 1 mL L™

Para monitorar as condicdes fisioldgicas dos individuos e verificar a sensibilidade
dos mesmos, foram previamente realizados testes de toxicidade aguda com o cloreto de

sodio como substancia de referéncia (ABNT, 2017).

2.2.Solucdo teste e analise quimica

O padrdo do herbicida atrazina (ATZ) (pureza > 98%; CAS: 1912-24-9) foi
adquirido da Sigma Aldrich, Brasil. Dada sua moderada solubilidade em &gua
(Albuquerque et al., 2020), a atrazina foi diluida no solvente metanol com grau de pureza
99,5% (Merck, EUA). Para preparagdo de uma solucéo estoque de 500 mg L, 5 mg de
ATZ foram dissolvidos em 10 mL de metanol.

A concentracao real da atrazina nesta solucéao estoque foi analisada no Instituto de
Quimica na Universidade Estadual de Campinas. No preparo da amostra, a solucdo de
atrazina foi diluida na mistura H.O/MeOH 70:30 v/v, filtrada em filtro de seringa (PTFE
0,22 um) e transferida para vials para analise em Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em tandem (LC-MS/MS). A quantificacdo foi feita em
cromatdgrafo Agilent (modelo 1200) equipado com injetor automatico, bomba binaria e
comprimento de coluna termostatizado. A separacdo cromatografica foi realizada em
coluna Zorbax SB-C18 (2,1x30 mm, tamanho de particula de 3,5 um) a 30 °C. A fase
movel consistiu de agua ultrapura (A) e metanol (B), que foram previamente filtrados em
membranas com porosidade de 0,2 pum, contendo, para os compostos que ionizam no
modo negativo, 0,01% (v/v) de NH4OH e, para 0s compostos que ionizam no modo
positivo, 0,01% (v/v) de HCOOH, aditivos esses que favorecem a formacéo de ions.

Em funcdo da concentragédo do solvente B para 0 modo negativo, a composicéo
do gradiente teve um inicio com 30% e aumento para 80% em 13 minutos, mantendo essa
condigéo por 1 minuto; para 0 modo positivo, teve inicio com 30% e aumento para 42%
em 3,5 minutos, seguido de aumento para 70% em 8 minutos e, por fim, 80% em 12,5
minutos. Em ambos os modos de ionizagéo, entre cada corrida cromatogréfica, o sistema
foi mantido a 30% de B por 5 minutos para recondicionamento da coluna.

A identificacdo e quantificacdo do composto foi realizada por Espectrometria de

Massas em equipamento Agilent com triplo quadrupolo (modelo 6410B) e 0 composto
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foi ionizado, no modo positivo e negativo, em uma fonte de electrospray e monitorado
pelo modo Multiple Reaction Monitoring (MRM), segundo os pardmetros da Tabela 4.1.
Com a area obtida do composto em funcdo da sua concentracdo na coluna foi construida

a curva analitica.

Tabela 4.1 - Transi¢Oes precursor-produto e suas respectivas energias de colisdo (EC),
selecionadas para a quantificagdo do composto, empregando o modo MRM do

espectrometro de massas

Compostos

Fragmentador ~ Precursor Quantificacao Confirmacéo 1 Confirmacéo 2

Polaridade

(V) (M2)  "miz EC(v) miz EC(v) miz

EC (v)

ATZ

+ 100 216,2 1741 15 103,9 15 -

2.3.Teste de toxicidade aguda

Para os testes de toxicidade aguda com a ATZ, foram estabelecidas 6
concentracdes (8, 16, 24, 30, 40 e 60 mg L) e dois controles, sendo um com agua de
cultivo e o outro com o solvente metanol (0,06%). O teste foi estatico, sem iluminacéo e
sem alimentacdo dos organismos, com temperatura controlada de 25 + 1° C. Para o
experimento, foram utilizados 5 organismos por réplica e 4 réplicas por concentracdo
(mais controles) com 10 mL de solucéo-teste em cada réplica (ABNT, 2017). O ensaio
teve duracdo de 48h e foram observados e contabilizados os organismos imdveis. As

variaveis abidticas foram medidas no inicio e ao final dos testes (ABNT, 2017).

2.4.Teste de toxicidade cronica intergeracional

O teste de toxicidade crénica foi realizado segundo protocolo da Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). O teste foi semi-estatico, com renovacao do
meio feita a cada dois dias. Em cada recipiente-teste foram adicionados 15 mL de solugéo-
teste, sendo estabelecidas 10 réplicas por concentragdo e por controle, com um individuo

em cada réplica.
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Foram estabelecidas seis concentracdes-teste para a ATZ (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8
e 1,6 mg L) além do controle com &gua de cultivo e o controle com o solvente metanol
(0,32%). Por ser um teste intergeracional, foi observado duas geracGes: parenta (Fo) e a
primeira geracao filial (F1). O teste se iniciou (Fo) com neonatas com menos de 24 horas
de idade, isolados a partir dos cultivos pré-teste. A duracdo do teste foi estabelecida como
sendo o tempo desde a montagem do teste até, no maximo, 8 dias, como estabelecido na
ABNT (ABNT, 2017). Apds o teste com a Fo (duragdo maxima de 8 dias), foi iniciado o
teste com a geragéo F1, e para isso, 0s neonatas produzidos em cada tratamento (controle
e as diferentes concentracfes) foram transferidas aleatoriamente para novos meios do
Mesmo grupo que se encontravam na geracéo anterior. A duracdo do teste segue 0 mesmo
critério da geragéo Fo.

Durante o teste foram observados e contados o nimero de neonatas de cada
réplica. Foi feita a medida do comprimento do corpo dos neonatas no inicio dos testes e
do comprimento dos adultos no final dos testes. As varidveis abidticas nas solugdes-teste
(pH, oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura) foram medidas no inicio, uma vez
no decorrer da semana e no final do teste para: controle (com &gua reconstituida e com o
solvente metanol), solugbes com a mais baixa e a mais alta concentracdo do herbicida
ATZ (ABNT, 2017).

2.5.Anélise estatistica

Os valores da CEso-48h e respectivo intervalo de 95% de confianga do teste de
toxicidade aguda foram calculados por regressdao ndo linear, ajustados por equacao
logistica utilizando o programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004).

Para analise dos resultados do teste de toxicidade cronica intergeracional utilizou-
se 0 programa SigmaPlot v11.0 software (Systat Software Inc., 2008). A normalidade dos
dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram
distribuicdo normal foi aplicada a ANOVA paramétrica seguida do teste de Tukey que
compara cada tratamento com todos o0s outros e do teste de Dunnet que compara 0s
tratamentos com o controle (Demsar, 2006; Zar, 2010). Quando os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal foi feita uma ANOVA ndo paramétrica seguida do teste

de Kruskal-Wallis, que compara cada tratamento com todos os demais e o teste de Dunn
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(Theodorsson-Norheim, 1986; Zar, 2010). Nos testes estatisticos, o nivel de significancia
foi de 95% (p < 0,05).

3. Resultados

3.1.Validacao dos testes

Nos testes de toxicidade aguda com a ATZ, o pH variou de 7,3 a 7,7, a
condutividade elétrica de 201 a 228 uS cm, o oxigénio dissolvido de 4,64 a 6,02 mg L
! atemperatura de 24,1 a 26,1°C e a dureza entre 42 e 44 mg CaCO?® L. Para o teste de
toxicidade cronica, as faixas de variacdo registradas para as variaveis abidticas foram:
para o pH 7,45 — 7,75, oxigénio dissolvido: 4,68 — 6,92 mg L™, condutividade elétrica:
234 — 287 uS cm*; temperatura 24,1 — 25,8 °C e dureza 42 — 50 mg CaCO® L%, As
variaveis abioticas atenderam os critérios estabelecidos pela Norma da ABNT (2017). A
mortalidade dos adultos no controle ndo ultrapassou 20%, como recomendado pela
ABNT (2017).

O valor da CEso-48n do cloreto de sddio, obtida no teste de sensibilidade foi de 1,07
+0,03g L7t (1,01-1,14 g L) situando-se dentro das faixas de sensibilidade de 1,0 - 1,83
g L, por Casali-Pereira et al. (2015), e de 1,0 — 1,32 g L estabelecida por Mansano et
al. (2016).

A andlise da solucdo-teste em LC-MS/MS (Tabela 4.2) evidencia que nos testes
de toxicidade com a ATZ, a concentracdo real do composto néo diferiu mais do que 20%
da concentracdo nominal e, devido a isso, as concentra¢fes foram reportadas como
concentracdes nominais (ABNT, 2017). O limite de quantificacdo instrumental para a
ATZ foide 1 pg L™

Tabela 4.2 - Concentragdo do composto atrazina determinado para a solugdo-estoque por
Espectrometria de Massas (Marca Agilent, Espanha, modelo 6410B) com triplo
quadrupolo

Concentrac¢édo Nominal Concentracao Medida

ATZ (500,0 mg L7 517,7mg L




148

3.2.Teste de toxicidade aguda

Os valores da CEso-48h * desvios-padrao e respectivos intervalos de confianca
(IC 95%) para os trés testes de toxicidade aguda da ATZ séo apresentados na Tabela 4.3.
A CEso-48h variou de 27,5 a 42,9 mg L™, com o valor médio de 35,2+3,8 mg L.

Tabela 4.3 - Valores da concentragéo efetiva que afeta 50% da populacdo em 48 horas
(CEs0-48h) de atrazina e respectivo intervalo de confianca (IC 95%). X + DP: média +

duas vezes o desvio padréo, LI: limite inferior e LS: limite superior

Testes CEs0-48h (mg L) IC (95%0)
1 31,27 £ 0,78 22,66 — 32,88
2 35,28 +1,15 32,91 — 37,66
3 38,96 + 3,8 35,23 - 42,69
X +DP 35,2+3,8(LI:27,5-LS: 42,9)

Com os dados relativos aos trés testes de toxicidade aguda da atrazina foi também
calculada a CE10-48h, que corresponde ao NOEC (concentracéo de efeito ndo observado).
O valor médio da CE10-48h foi igual a 25,7 + 1,4 mg L.

3.3.Teste de toxicidade intergeracional

Os numeros de neonatas produzidos por fémea de Ceriodaphnia silvestrii exposta
ao herbicida atrazina (ATZ) para duas geragdes sdo apresentados na Figura 1.Para a
geracio Fo (Figura 1a), apenas na penultima concentragéo, de 0,8 mg L, houve diferenca
significativa em relacdo ao controle, com menor producéo de neonatas (Kruskal-Wallis
H = 15,972 p = 0,025; Teste de Dunn, p < 0,05). Para a geracdo Fi (Figura 1b), a
fecundidade foi também menor (p < 0,05) nas duas maiores concentragdes, 0,8 e 1,6 mg
L (Kruskal-Wallis H = 28,170 p <0,001; Teste de Dunn, p < 0,05).
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Figura 1 - Fecundidade (nimero médio de neonatas produzidos por fémea) de
Ceriodaphnia silvestrii exposta ao herbicida atrazina em teste de toxicidade cronica
intergeracional. (A) geracdo Fo; (B) geragéo Fi. As linhas verticais representam o desvio

padréo e o asterisco (*) indica diferenca significativa dos tratamentos com o controle

Os tamanhos dos adultos (mm) (Figura 2), ao final dos testes, ndo apresentaram
diferenca significativa na geracdo Fo (Figura 2a) (Kruskal-Wallis H = 16,952 p = 0,018;
Teste de Dunn, p < 0,05) e nem na geracao F1 (Figura 2b) (Kruskal-Wallis H = 16,588 p
= 0,02; Teste de Dunn, p <0,05).
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outro fator de possivel influéncia seriam diferencas nas caracteristicas do ambiente onde
vivem, como a temperatura, a dureza da agua, entre outros fatores que distinguem corpos
de agua de regides temperadas e de regides tropicais.

Uma menor sensibilidade de C. silvestrii a atrazina é, no entanto, verificada
quando a resposta desta espécie obtida no presente estudo € comparada com o cladocero
Pseudosida ramosa (CEso = 20,9 mg L™, Freitas e Rocha, 2012), a alga Selenastrum
capricornutum (CEso = 0,046 mg L™, Zhao et al., 2018), girinos de Physalaemus cuvieri
(CLso = 19,69 mg L, Wrubleswski et al., 2018), larvas e juvenis de Danio rerio (CLso =
27,37 mg L e CLso = 10,1 mg L, Wang et al., 2017).

Mesmo usando 0 mesmo composto, a sensibilidade de organismos varia muito, se
tornando mais sensiveis ou mais tolerantes, dependendo das condicdes abidticas e do
organismo (Moreira et al., 2014; Alishahi et al., 2016). A comparacdo direta de valores
de CEsp e CLso entre diferentes espécies obtidas em diferentes estudos deve, no entanto,
ser feita com cautela, visto que as condi¢cBes de laboratério como temperatura,
fotoperiodo, composi¢cdo dos meios e tempo de exposicdo, diferem de um lugar para
outro. Sabe-se que a toxicidade da atrazina € maior em maiores temperaturas (Freitas e
Rocha, 2012).

A dose e 0 tempo de exposicdo sdo fatores que interferem na sensibilidade dos
organismos e na toxicidade do composto, como evidenciado para alevinos do peixe
Luciobarbus esocinus que foram mais sensiveis em exposicao de 96h (CLso = 44,30 mg
L) do que em 48h (CLso = 56,56 mg L), tendo sido hipotetizado que a ATZppoderia
induzir a apoptose de células de carpa via inducdo dependente da dose e tempo de
exposicao (Alishahi et al., 2016). Resposta similar foi observada também em peixe Danio
rerio com maior sensibilidade dada a menos CLso-96h da ATZ (Wang et al., 2017).

4.2 Teste de toxicidade cronica

A exposicao cronica a ATZ causou diminui¢do da fecundidade da C. silvestrii na
maior concentracdo em Fo e nas duas maiores concentragdes na F1. Porém, em nenhuma
geracdo foi observado diferenca no tamanho corporal dos adultos.

Para sucessivas geracdes com exposicdo a ATZ foram observados mecanismos de
heranga epigenética quando a geracao parental em reproducéo foi diretamente exposta a
este herbicida. Apesar das geragOes seguintes ndo serem diretamente expostas, elas

apresentaram alteracfes na reproducdo como reportados por Cleary et al. (2019) para o
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peixe Oryzias latipes, em que a motilidade e o nUmero de espermatozoides nas geracoes
F1 e F, decresceram. Embora neste peixe a fecundidade n&o tenha sido afetada em
nenhuma das gerac0es, a taxa de fertilizagéo foi reduzida na F2, diminuindo o sucesso de
fertilizacdo. Segundo os autores, a exposicao direta (geracdo Fo) ndo causa tantos danos
quanto a herancga transgeracional (geracdes Fi1 e F2), contudo em geracdes subsequentes,
o risco de disfuncdes reprodutivas é maior. O efeito de heranca transgeracional pela ATZ
também foi reportado por Hao et al. (2016) e McBirney et al. (2017) para camundongos.

Efeitos de desregulacdo enddcrina pela ATZ sdo comumente reportados em
crustaceo. Um aumento no nimero de fémeas do lagostim Cherax quadricarinatus foram
observados por Mac Loughlin et al. (2016), os quais relacionaram este efeito a uma
desregulacdo enddcrina. A inibi¢do do crescimento ovariano do lagostim Procambarus
clarkii, e também aumento do estradiol e inibicdo na expressdo de vitelogenina em
ovarios e hepatopancreas dos individuos expostos a atrazina, foram verificados por
Silveyra et al. (2018). O retardamento no tempo de desenvolvimento entre a fase de
nauplio para a de copepodito e entre a de copepodito para adulto, foram observados no
desenvolvimento pos-embrionario do copépodo marinho Tigriopus japonicus exposto a
ATZ (Yoon et al., 2019). No anfibio Physalaemus gracilis exposto a ATZ, foram
observadas a redu¢do da mobilidade dos individuos nas fases iniciais (embrido e larva), a
inducdo de malformacdes na boca e intestino, e o aparecimento de edemas (Rutkoski et
al, 2018). Diminuicdo de mobilidade também foi observada para girinos de Physalaemus
cuvieri por Wrubleswski et al. (2018). O efeito negativo na atividade natatoria faz com
que muitos organismos tenham sua capacidade de escape alterada, aumentando a
suscetibilidade dos mesmos a predacdo e afetando, portanto, sua sobrevivéncia.
Alteracdes foram observadas para o mexilhdo Mytilus edulis por Feng et al. (2017). Estes
autores também verificaram alteracfes no sistema imunolégico, devido & morte de
hemocitos, que fazem parte do sistema imune deste molusco. A ATZ pode agir
interromper 0 mecanismo de sinalizagao do receptor de andrégeno, que age na motilidade
espermatica, afetando a reproducdo (Feng et al., 2017). Imunotoxicidade também foi
constatada por Liu et al. (2017) ao expor larvas de Danio rerio a ATZ,

Em organismos fotossintetizantes, a ATZ age bloqueando o transporte de elétrons
do fotossistema II, diminuindo a taxa fotossintética (Albuquerque et al., 2020). Uma
resposta semelhante foi observada na agcdo da ATZ sobre Drosophila melanogaster. As
células animais possuem dois complexos (I e 1) da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial. Esses complexos possuem um local de ligagcdo Q, a qual a ATZ pode se
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ligar e afetar o transporte de elétrons. Essa interacdo leva a um aumento do estresse
oxidativo, que esta relacionado com a diminuicdo da longevidade e da fase reprodutiva
do individuo exposto (Marcus e Fiumera, 2016).

Ceriodaphnia silvestrii apresentou sensibilidade ao herbicida ATZ e o principal
efeito deletério foi sobre a reproducédo, tanto na primeira como na segunda geracao,

indicando que a ATZ pode representar consideravel risco para os sistemas aquéticos.

5. Concluséao

Nesse estudo, o herbicida atrazina diminuiu a fecundidade da espécie tropical
Ceriodaphnia silvestrii em ambas as geracdes, sendo que, na primeira geracao o efeito
foi observado em uma concentracao, e na segunda geracéo o efeito foi observado em duas
concentragfes. Com isso, o efeito da atrazina na espécie nativa de claddcero foi
intergeracional e mais pronunciado na segunda geracdo, mostrando que se trata de um

composto que representa risco para 0s organismos aquaticos e sua progénie
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Consideracoes finais

As substancias atrazina e etinilestradiol sdo frequentemente encontrados nos
corpos de agua e analises de risco preliminar mostraram que ambas apresentam risco
ecoldgico. Com isso, em relacdo a primeira hipotese estabelecida, esta foi aceita, pois 0s
compostos etinilestradiol e atrazina podem afetar adversamente os cladédceros C. silvestrii
e C. rigaudi. Ambos cladoceros tiveram a reproducdo e tamanho corporal afetados,
evidenciando que estes compostos imp&em reais riscos a sobrevivéncia destas espécies.
Os testes intergeracionais mostraram que os claddceros podem apresentar diferencas nas
respostas, se tornando mais ou menos resistentes aos compostos nas geracdes
subsequentes. Algumas geracdes se tornam resistentes através de adaptacgéo fisiologica,
como foi o caso da D. magna exposta ao hormonio, onde a segunda geragéo foi menos
afetada que a primeira. Para o claddcero tropical C. silvestrii, o efeito de ambas
substancias foi intergeracional, no entanto afetou mais a segunda geracdo do que a
primeira. Este resultado evidencia que organismos taxonomicamente proximos podem
apresentar respostas diferentes, mesmo quando expostos a mesma substancia toxica.

Com relagdo a mistura, nossa hip6tese foi em parte corroborada, pois se observou
a interacdo sinérgica, mas também a interacdo antagbnica. A interagdo dos compostos
ocorreu em nivel de dose, ocorrendo sinergismo nas concentracdes mais baixas e o
antagonismo nas mais altas. As concentragdes mais baixas representam as concentracdes
ambientalmente relevantes sendo, portanto, preocupantes devido ao risco para a biota
aquatica, visto que nessas concentragdes o efeito dos compostos foi potencializado.

Foi verificado que o horménio e o herbicida diminuem a fecundidade dos
cladoceros C. silvestrii e C. rigaudi.

Outro nivel tréfico afetado pelos compostos € o dos produtores primarios, como
evidenciado para a microcloroficea Raphidocelis subcapitata. Quando exposta a ambos
compostos isoladamente, foi adversamente afetado o processo de fotossintese, com
diminuicdo do teor de clorofila a e do rendimento fotossintético, e a composicao
bioquimica com alteracGes nas classes lipidicas. Quando exposta ao hormdnio, esta
especie de alga apresentou hormesis em seu crescimento alem de alteragfes no teor de
carboidratos e lipidios totais.

Este estudo mostrou a importancia de se utilizar as espécies nativas tropicais em

estudos ecotoxicoldgicos. A sensibilidade das espécies de diferentes regides pode diferir,
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devido as diferentes caracteristicas abioticas de cada regido e a adaptacao de longo prazo
pelas quais passam as espécies. Devido a isso, as espécies nativas tornam a avaliagdo do
risco potencial de compostos tdxicos na agua ecologicamente mais relevantes, para
estudos em regides tropicais.

Para estudos futuros, sugerimos testes com o horménio 17 a-etinilestradiol e a
atrazina por sucessivas geracdes (mais de quatro) de claddceros, para se avaliar como se
comporta a toxicidade dessas substancias, transgeracionalmente. Uma outra possibilidade
seria expor cronicamente apenas a geracao parental até o nascimento das neonatas, e 0
teste ser prolongado através de vérias outras geracfes, sem exposicdo das neonatas ao
toxico, para avaliar se as substancias podem afetar os organismos em nivel genético. E
importante que os testes sejam realizados com as substancias tanto de forma isolada como

em mistura, visto que ha grande probabilidade de ocorrerem juntas no ambiente.
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Referente ao Capitulo 1
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Tabela Al - Dados da literatura sobre as concentragdes ambientais de 17 a-etinilestradiol

registradas em aguas superficiais de diferentes paises

17 a-Ethinilestradiol

Concentracdo (ng L) | Localizacéo Referéncias

1 Alemanha Ternes et al., 1999

9 Canada Ternes et al., 1999

73 Estados Unidos Kolpin et al., 2002
11600 Uruguai Griffero et al., 2019
02-7 Inglaterra Desbrow et al., 1998
0,45 Italia Baronti et al., 2000

6 - 310 Brasil (Campinas) Sodré et al., 2007

24 - 480 Brasil (Piracicaba) Torres et al., 2015
38,5 Brasil (Mato Grosso do Sul) | Sposito et al., 2018
32777 Brasil (Estado de Sdo Paulo) | Montagner et al., 2019
0,005 -0,68 Europa Central Avar et al., 2016

4500 - 48200 Brasil (Sorocaba) Franca et al., 2020
1,64 -19,72 Argentina Scala-Benuzzi et al., 2018
<0,98 - 10,2 Inglaterra Wilkinson et al., 2017
<0,1-19,6 China Wang et al., 2018

Referéncias usadas na tabela

AVAR, P, ZRINY, Z, MAASZ, G, TAKATSY, A, LOVAS, S, G-TOTH, L, PIRGER, Z.
p-estradiol and ethinyl-estradiol contamination in the rivers of the Carpathian

Basin. Environ Sci Pollut Res 23:11630-11638 p, 2016

BARONTI, C, CURINIL R, D’ ASCENZO, G, DI CORCIA, A, GENTILI, A, SAMPERI,
R. Monitoring natural and synthetic estrogens at activated sludge sewage treatment
plants and in a receiving river water. Environ Sci Technol 34:5059-5066 p, 2000
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DESBROW, C, ROUTLEDGE, EJ, BRIGHTY, GC, SUMPTER, JP, WALDOCK, M.
Identification of estrogenic chemicals in STW effluent. 1. Chemical fractionation and
in Vitro Biological Screening. Environ Sci Technol 32:1549-1558 p, 1998

FRANCA, JF, PICKLER, TB, JOZALA, AF, SANTOS, CA, BATISTA, BL, PEDRON,
T, VIEIRA, RAL, GROTTO, D. Determination of 17a-ethinylestradiol and toxic
metals in surface waters, and estimation of daily intake. Environ Monit Assess 192:1-
10 p, 2020

GRIFFERO, L, ALCANTARA-DURAN, J, ALONSO, C, RODRIGUEZ-GALLEGO, L,
MORENO-GINZALEZ, D, GARCIA-REYES, JF, MOLINA-DIAZ, A, PEREZ-
PARADA, A. Basin-scalemonitoring and risk assessment of emerging contaminants
in South American Atlantic coastal lagoons. Sci Total Environ 697:134058, 2019

KOLPIN, DW, FURLONG, ET, MEYER, MT, THURMAN, EM, ZAUGG, SD,
BARBER, LB, BUXTON, HT. Pharmaceuticals, hormones, and other organic
wastewater contaminants in U.S. Streams, 1999-2000: A National Reconnaissance.
Environ Sci Technol 36:1202-1211 p, 2002

MONTAGNER, CC, SODRE, FF, ACAYABA, D, VIDAL, C, CAMPESTRINI, I,
LOCATELLI, MA, PESCARA, IC, ALBUQUERQUE, AF, UMBUZEIRO, GA,
JARDIM, WF. Ten Years-Snapshot of the Occurrence of Emerging Contaminants in
Drinking, Surface and Ground Waters and Wastewaters from S&o Paulo State,
Brazil. J Braz Chem Soc 30:614-632 p, 2019

SCALA-BENUZZI, ML, RABA, J, SOLER-ILLIA, GJAA, SCHNEIDER, RJ,
MESSINA, GA. Novel Electrochemical Paper-Based Immunocapture Assay for the
Quantitative Determination of Ethinylestradiol in Water Samples. Anal Chem
90:4104—4111 p, 2018

SODRE, FF, MONTAGNER, CC, LOCATELLI, MAF, JARDIM, WF. Ocorréncia de
Interferentes Endécrinos e Produtos Farmacéuticos em Aguas Superficiais da
Regido de Campinas (SP, Brasil). J Braz Soc Ecotoxicol 2:187-196 p, 2007

SPOSITO, JCV., MONTAGNER, CC, CASDO, M, NAVARRO-MARTIN, L,
SOLORZANO, JCJ, PINA, B, GRISOLIA, AB. Emerging contaminants in Brazilian
rivers: Occurrence and effects on gene expression in zebrafish (Danio rerio)
embryos. Chemosphere 209:696-704 p, 2018

TERNES, TA, STUMPF, M, MUELLER, J, HABERER, K, WILKEN, RD, SERVOS,
M. Behavior and occurrence of estrogens in municipal sewage treatment plants — I.
Investigations in Germany, Canada and Brazil. Sci Total Environ 225:81-90 p, 1999

TORRES, NH, AGUIAR, MM, FERREIRA, LFR, AMERICO, JHP, MACHADO, AM,
CAVALCANTI, EB, TORNISIELO, VL. Detection of hormones in surface and
drinking water in Brazil by LC-ESI-MS/MS and ecotoxicological assessment with
Daphnia magna. Environ Monit Assess 187:2-13 p, 2015
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APENDICE B

Referente ao Capitulo 2

B1 - Férmula para preparacao do Meio Chu-12 para o cultivo de alga

O meio Chu-12 é preparado com:
e Ca(NO3)2 = 3,0 g ou Ca(NO3)2.4H.0 = 4,3 g
e K2HPO, > 05 ¢
e MgS04.7H.O > 7,59
eKCI=>05¢g
¢ Na,CO3~> 2,0¢g
e FeCl3.6H.0 = 0,05 g
e Agua destilada = 1000 mL

A solucdo pode ser guardada em vidro ambar na geladeira.
Para preparar 1500 mL de meio de cultura, colocar 30 mL da solucdo Chu-12 e
completar para 1500 mL com agua destilada. Autoclavar por 20 minutos a 121 °C.

Antes de inocular a alga, deixar o meio de cultivo esfriar.
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Figura B2 - Curva de calibracdo do teor de carboidratos totais a partir de 7 concentracfes
de dextrose anidra (5 a 200 pL) plotando-se os valores de absorbancia das solucdes versus
a concentracao de carboidrato

Curva Padrao - Carboidrato
2,5
2 4
1,5 -
1 -
y=0,011x +0,0326
0,5 R?=0,9979
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
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B3 — Formula para a preparacdo da agua lavada com cloroférmio, usada para a
extracdo de lipidios

Para preparar a gua lavada com cloroférmio, coloca-se 180 mL de 4gua destilada
+ 20 mL de cloroférmio. Apds agitacdo, a solucdo é transferida para um baldo bureta
previamente lavado com metanol e cloroférmio, e fica em repouso por 2 min para
aguardar a separagdo das fases. Apds esse tempo, retira-se o cloroformio (por ser mais
denso, fica abaixo da agua) e acrescenta-se mais 20 mL de cloroférmio. Deixar por mais
dois minutos para separacdo das fases e novamente, retirar o cloroféormio. Repetir esse
passo mais uma vez. Ap0s a terceira repeticao, retirar o cloroférmio e guardar a &gua em
frasco ambar, previamente calcinado a 400 °C por 8 horas e lavado com metanol e

cloroformio, para uso na extracao dos lipidios.
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Figura B4 — VariacGes no tamanho celular, complexidade e fluorescéncia da clorofila,

determinados por citometria de fluxo para a alga Raphidocelis subcapitata exposta a

diferentes concentragdes do hormonio 17 a-ethinilestradiol (EE>2)
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Figura B5 — VariacGes no tamanho celular, complexidade e fluorescéncia da clorofila,

determinados por citometria de fluxo para a alga Raphidocelis subcapitata exposta a
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Valores médios de tamanho celular (FSC-H), complexidade (SSC-H) e fluorescéncia da clorofila a (FL3-
H) da alga R. subcapitata exposta ao herbicida ATZ nos tempos 0 horas (A), 24 horas (B), 48 horas (C) e

72 horas (D). O asterisco (*) indica valor com diferenca significativa quando comparado com o controle (p

<0,05). Valores expressos em unidade arbitraria (u.a.)
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APENDICE C

Referente ao Capitulo 3

Tabela C1 - Valores da Concentragdo Efetiva - CEso-48h (g L™?) do cloreto de sodio e
seus respectivos Intervalos de Confianca (IC) para 95% de confiabilidade. Sdo também
apresentados o valor médio, o desvio-padrdo (DP), a variancia (Var) e o coeficiente de

variacdo expresso em porcentagem (CV)

Testes CEso0-48h IC (95%)
1 1,25 1,11-1,40
2 1,30 1,22 -1,39
3 1,18 1,10-1,25
4 1,09 0,98-1,19
5 1,28 1,15-1,42
6 1,31 1,23-1,39
7 1,29 1,21-1,37
8 1,18 1,15-1,21
9 1,15 1,07-1,24
10 1,06 1,01-1,11
11 0,84 0,69 - 0,99
12 1,26 1,19-1,33
13 1,3 1,30-1,39
14 1,31 1,15-1,47
15 1,58 152-1,64
16 0,91 0,62-1,19
17 1,21 1,13-1,29
18 1,37 1,32-1,42
19 1,39 1,29-1,48
20 1,51 1,33-1,68

Continua na pag 171...



Continuacdo Tabela C1
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Média 1,24
DP 0,18
Var 0,03

CV (%) 14,34
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Apéndice D
Fotos

Fotos D.1 - Exposicdo da alga R. subcapitata ao EE> e a ATZ, de forma isolada, no
decorrer de 72h. (A) 0 horas; (B) 24 horas; (C) 48 horas; (D) 72 horas

Fotos D.2 — Alga R. subcapitata ap6s 72 horas de exposicdo ao EE> e a ATZ. Finalizagdo

do teste.
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Fotos D.3 — Analise da contagem celular da alga por (A) citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson) equipado com laser de ion-argénio de 15 mW (emissdo em 488 nm).
(B) Criotubos com as amostras de alga e as microesferas (padréo interno) de carboxilato

(Fluoresbrite®, Polysciences Inc., EUA)

Fotos D.4 — Analise das classes lipidicas e lipidios totais através de cromatografia de
camada delgada com detecgéo por ionizagdo em chama (TLF/FID) - latroscan™. Grades

usadas na leitura dos lipidios

IATROSCAN MK -G8
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