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RESUMO - A atrazina é um herbicida amplamente utilizado para o controle de plantas daninhas,
sendo encontrada frequentemente em solos e ambientes aquaticos. Objetivou-se nesse estudo
avaliar os efeitos de concentragées subletais da atrazina em condi¢cbes pos-estresse (exposicdo ao
ar) em larvas de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus, e avaliar o risco ambiental agudo deste
herbicida aos peixes. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 15 aquarios com volume dutil
de 1 L (10 peixes/aquario), onde foram expostos a quatro concentragcées subletais de atrazina 0,18;
6; 12 e 18 mg L. Peixes do grupo controle 0 mg L e 0,18 mg L' ndo apresentaram mortalidade
no periodo de 24 e 48 horas apds o estresse. Apds 24 horas de exposicdo a atrazina, 10% de
mortalidade foi observada em peixes submetidos a 6 mg L', 40% a 12 mg L e 50% a 18 mg L.
Os tratamentos de 12 e 18 mg L apresentaram diferenca estatistica em 24 e 48 horas. Apds 48
horas de exposicado, a mortalidade acumulada atingiu 70% a 18 mg L'1, 60% a 12mg L' e 20% a 6
mg L. O pH, temperatura e oxigénio dissolvido apresentaram diferenga (P<0,05), porém
permaneceram dentro da faixa ideal recomendada para espécie. As larvas de tilapia-do-nilo
submetidas ao estresse (exposicao ao ar) e expostos a doses subletais de atrazina apresentaram
mortalidade significativa, indicando que o estresse ao ar pode aumentar o efeito téxico da atrazina.
Por outro lado, com base nas analises de risco, a atrazina apresenta baixo risco agudo para larvas
de tilapia-do-nilo.
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ABSTRACT - Atrazine is an herbicide widely used for weed control, being found in soils and
aquatic systems. The objective of this study was to evaluate the effects of sub-lethal concentrations
of atrazine in post-stress conditions (exposure to air) in Nile tilapia, Oreochromis niloticus larvae,
and to evaluate the environmental risk caused by this herbicide. The fish were randomly distributed
in 15 aquaria with a useful volume of 1 L (10 fish / aquarium), where they were exposed to four
concentrations of atrazine 0.18; 6; 12 and 18 mg L-1. Control group fishes 0 mg L-1 and 0.18 mg L-
1 did not show mortality within 24 and 48 hours after stress. After 24 hours the exposure to atrazine,
10% of mortality was observed in fish with 6 mg L-1, 40% at 12 mg L-1 and 50% at 18 mg L-1. The
12 and 18 mg L-1 controls show statistical difference at 24 and 48 hours. After 48 hours of
exposure, accumulated mortality reached 70% to 18 mg L-1, 60% to 12 mg L-1 and 20% to 6 mg L-
1. The pH, temperature and dissolved oxygen showed a difference (P <0.05), but remained within
ideal range recommended for species. Nile tilapia larvae submitted to stress (air exposition) and
exposed to sub-lethal doses of atrazine showed significant mortality, indicating that stressors may
increase the toxic effect of atrazine. On the other hand, based on risk analyzes, atrazine has a low
acute risk for Nile tilapia larvae.

Keywords: Aquaculture, herbicide, environmental impact, toxicity, Oreochromis niloticus.

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial das Nagbdes Unidas para Alimentacao e Agricultura — FAO
(2018), a aquicultura € uma das atividades zootécnicas que apresenta o maior crescimento em
nivel mundial. Em 2018, a producao total de peixes no Brasil gerou mais de 4,9 milhdes de reais,
sendo que a tilapia correspondeu a 35,79% da producao nacional de peixes (311 mil t), com a
lideranga do estado do Parana, seguido por Sao Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2019).

Os principais estados produtores de tilapia, sdo também importantes produtores de graos, o
que estimula a instalacdo de pisciculturas nessas regides, devido as menores despesas com
logistica e transporte. A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) € um herbicida
que pertence ao grupo das triazinas, utilizado para o controle de plantas daninhas, principalmente
nas culturas de sorgo, milho e cana-de-agucar, sendo uma substancia encontrada em solos e
aguas subterraneas (COUTINHO et al., 2005). Por conta de sua presenga em meio aquatico torna-
se importante estudos relacionados a toxicidade deste herbicida para os peixes.
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De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2005) a
quantidade maxima de atrazina permitida ser encontrada em aguas superficiais é de 2,0 ug L. A
atrazina pode causar nos peixes desregulacdes fisiolégicas, como alteragbes na enzima
acetilcolinesterase, na hemoglobina e hematécrito, e ainda pesquisas in-vitro indicam que a
atrazina pode influenciar no cortisol (BISSON; HONTELA, 2002; HUSSEIN et al, 1996) um
importante horménio indicador de estresse. A interferéncia da secrecao de cortisol pode também

ser causada pelo estresse, e afeta significativamente o desenvolvimento inicial dos peixes.

Considerando a importancia ecotoxicolégica e caréncia de informag6es para fases iniciais
de vida dos peixes, objetivou-se nesse estudo avaliar os efeitos de concentragdes subletais da
atrazina em condi¢des pds-estresse (exposicdo ao ar) em larva de tilapia-do-nilo e avaliar o risco
ambiental agudo deste herbicida.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranga
(LEB) da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina - SP. O experimento foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA — Embrapa Meio Ambiente (Protocolo n° 011/2018) e realizado
de acordo com as diretrizes da OECD (1992).

Previamente ao experimento, as larvas foram aclimatadas durante 48 horas, em aquario 250 L
com renovacao de agua diaria, aeracao constante, temperatura controlada com termostato (28°C),
alimentacado com racao comercial contendo 56% de proteina bruta, e controle de fotoperiodo de 12
horas. Foi utilizada agua oriunda do poco artesiano. Os parametros de qualidade da agua
mensurados foram: temperatura (26°C), pH (6,8), oxigénio dissolvido (> 5 mg L), condutividade
(14 pS cm™) e aménia total (< 0,1 mg L"'). As tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) foram
adquiridas de piscicultura comercial localizada na cidade de Monte Mor — SP.

Realizou-se o0 ensaio avaliando a mortalidade das larvas de tilapia apds estresse ao ar e
exposicdo a doses subletais de atrazina, que foram acompanhados por periodo de 48 horas.
Foram utilizadas 150 larvas de tildpia com peso médio inicial de 17,9+1,7 mg. As larvas foram
retiradas dos aquarios, colocadas em uma superficie seca, e com auxilio de papel absorvente foi
retirado o excesso de agua dos peixes onde permaneceram por cinco minutos. Apds o estresse por
exposicao ao ar, os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 15 aquéarios com volume util de 1
L (10 peixes/aquario), onde foram expostos a quatro concentra¢des de atrazina 0,18; 6; 12 e 18 mg
L-1, totalizando cinco tratamentos e trés repeticoes. Foi realizada a pesagem da atrazina em
balanca analitica, e cada concentracdo do composto foi diluida em 2ml de acetona. Com o auxilio
de um bastdo de vidro foi realizada a homogeneizagdo do composto com a acetona, e entdo foi
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acrescentado 4 48 ml de agua destilada, realizando novamente a homogeneizagao. A mortalidade
foi contabilizada 24 e 48 horas ap0s a exposicao aos tratamentos. Os parametros de qualidade da
agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade, dureza e amdnia total) foram avaliados
nos tempos 0, 24 e 48 horas.

Avaliou-se também o risco toxicoldgico agudo da atrazina sobre as larvas de tilapia-do-nilo
pelo método do coeficiente de risco (CR). O coeficiente de risco € calculado pela razdo entre a
concentracao ambiental estimada (CAE) e a CLsp96ns. A CAE foi calculada com a adaptagédo do
método do lago padrao da agéncia de prote¢cdo ambiental dos Estados Unidos — USEPA (YOUNG,
2014). Por esta abordagem, a CAE é estimada para uma area agricola de 10 ha que drena para
um corpo d’agua de 1 ha e 2 m de profundidade. Como a profundidade da maioria dos tanques de
producdo de tilapia variam entre 0,5 e 1,5 m, optou-se por empregar o limite superior da
profundidade dos tanques, ou seja, 1,5 m. A dose de atrazina empregada no calculo foi de 3,25
kg/ha, maior dose registrada no Brasil na cultura do milho. A fracdo de atrazina perdida via
escoamento superficial no campo que atinge o corpo d’agua foi definida em 0,5% da quantidade
total aplicada, sendo considerada um valor médio de perda, baseado nas propriedades fisico-
quimicas da atrazina. A Clsogens Selecionada para o célculo do CR foi estabelecida
experimentalmente, em estudo anterior. O CR calculado foi entdo comparado com o nivel de
preocupagao (LOC — level of concern), estabelecido pela USEPA, que para o risco agudo de
organismos aquaticos € 0,5. O risco é considerado inaceitavel quando o valor do CR excede o
LOC.

Os resultados obtidos para as diferentes variaveis e analises foram submetidos ao teste de
normalidade e homogeneidade da variancia, seguido por analise de variancia (ANOVA). Para
avaliacao dos resultados de qualidade de agua e mortalidade, quando significativo, aplicou-se o de
Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram analisados no programa estatistico R versao 3.5.1.
(R CORE TEAM, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os peixes do grupo controle 0 mg L™ e 0,18 mg L™ nao apresentaram mortalidade no periodo
de 24 e 48 horas apés o estresse (Figura 1). Apds 24 horas de exposicao a atrazina, 10% de
mortalidade foi observada em peixes submetidos a6 mg L1, 40% a12mg L' e 50% dea 18 mg L
'. Os tratamentos de 12 e 18 mg L™ apresentaram diferenca estatistica quando comparado os
demais tratamentos em 24 e 48 horas. Apdés 48 horas de exposicao, a mortalidade acumulada
atingiu 20% a 6 mg L'1, 60% a 12 mg L' e 70% a 18 mg L'1. A mortalidade foi mais critica nas
primeiras 24 horas (Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade de larvas de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus, ap6s estresse ao ar durante 5
minutos e exposi¢do a atrazina por 24 e 48 horas. Médias seguidas pela mesma letra dentro do tratamento
em cada periodo, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Considerando a real possibilidade de contaminagdo com atrazina em corpos d’agua foi
realizado o presente estudo para avaliar dosagens subletais de atrazina associada ao manejo de
estresse simulando possiveis interferéncias ambientais e de manejo nas pisciculturas. Existem
relatos de produtores de peixes sobre mortalidades de tilapias nos estagios iniciais sem sintomas
de patégenos. A presenca de herbicidas ou outros agrotdéxicos na agua € uma das possiveis
causas de mortalidade desses animais.

As larvas assim que colocadas na agua contendo o herbicida, apresentaram sinais de
estresse, como movimentos descoordenados, natacao irregular com periodos rapidos de natacao e
letargia. Os peixes em estado critico se acomodaram ao fundo dos aquarios até a morte, 0 mesmo
foi relatado nos experimentos de CLsy de Khoshnood e Khoshnood (2014) utilizando larvas de
Rutilus kutum. Analises fisioldgicas, metabdlicas e hematologicas ndo foram realizadas devido a
fase de desenvolvimento dos animais testes. O estresse causado pela exposi¢cao ao ar deve alterar
a homeostase fisioldgica e imunoldgica, aumentando o efeito téxico, uma vez que foram utilizadas

dosagens subletais. A atrazina além de causar desregulacdo nos niveis de cortisol, pode causar
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também em peixes desregulacdo na hemoglobina e hematécrito (BISSON; HONTELA, 2002;
HUSSEIN et al., 1996).

Em estudo conduzido por Kreutz et al. (2010) observou-se imunossupressao em alevinos de
jundia, quando expostos a concentragdes subletais de atrazina, e posteriormente submetidos a
desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila. Kirsten et al. (2017) sugere que a imunossupressao
causada pela atrazina pode estar relacionada a alteragdo na expressao de genes. Prochilodus
lineatus expostos a atrazina por 24 horas, e posteriormente submetidos ao estresse (exposicdo ao
ar) exibiu alteragées nos niveis de cortisol, eritrécitos, hemoglobina e hematocrito (NASCIMENTO
et al., 2012). No presente estudo, provavelmente as condigcbes estressantes alteraram a
homeostase fisiolégica e imunolbgica, potencializando os efeitos toxicos da atrazina, que foram

observados na mortalidade das larvas.

O pH, temperatura e OD apresentaram pequenas diferencas (P<0,05) entre 24 e 48 horas e
para diferentes concentragdes de atrazina (Tabelas 1, 2 e 3). O pH na concentracdo de 12 mg L
foi ligeiramente superior (P<0,05) no tempo 0 h quando comparado com o de 48h. Para a
temperatura houve diferenga (P<0,05) entre o periodo de 0 h e 24 h para concentragao de 0,18 mg
L. O OD para o tempo Oh nas concentracdes de 0,18, 6 e 12 mg L™ foram maiores (P<0,05) em
relacdo a 48h. A condutividade durante o experimento permaneceu em média a 0,173 pS cm™ no
tratamento controle, 0,174 uScm'a 0,18 mg L™, 0,170 uScm'a6mg L', 0,172 uScm'a 12 mg
L"e 0,173 uScm™a 18 mg L, ndo demonstrando diferenca estatistica. A aménia permaneceu em
média <0,25 mg L' em todas as concentracdes testadas e durante todo o experimento. No entanto
0s parametros permaneceram na faixa ideal recomendada para a espécie (SHOKO, et al., 2014) e

nao interferiram no estado fisiolégico das larvas.

Tabela 1. Médias (+ desvio padréao) de pH da agua do experimento com diferentes doses de atrazina.

Tratamentos (mg L-") Oh 24 h 48 h
0 6,93 + 0,03 2 6,85 + 0,05 2 6,80 £ 0,14 2
0,18 6,92 +0,11 2 6,84 + 0,092 6,86 + 0,04 2
6 6,85 + 0,06 2 6,86 + 0,11 2 6,82 + 0,10 2
12 6,92 + 0,07 2 6,87 +0,03 ® 6,65+0,10°
18 6,83 + 0,05 2 6,87 + 0,03 2 6,65+ 0,19 2

Médias seguidas de letras mindsculas distintas na mesma linha diferem pelo teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. Médias (+ desvio padrdo) de temperatura da agua do experimento com diferentes doses de
atrazina.

Tratamentos (mg L-") Oh 24 h 48 h
0 27,03 +0,31 2 26,63 + 0,23 2 26,57 + 0,21 2
0,18 26,93 +0,122 26,53 + 0,06 ° 26,73+0,15%®
6 26,47 +0,47 2 26,67 +0,12 2 26,60 + 0,20 2
12 26,77 + 0,35 2 26,60 + 0,10 2 26,47 + 0,21 2
18 26,67 +0,21 2 26,57 + 0,15 2 26,63 + 0,23 2

Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

Tabela 3. Médias (+ desvio padrao) de oxigénio dissolvido da agua do experimento com diferentes doses de
atrazina.

Tratamentos (mg L-") Oh 24 h 48 h
0 8,270,152 7,98 £ 0,29 717 +0,21°
0,18 8,10+0,10° 7,67 £0,32% 7,27 £0,31°
6 8,10+0,10° 7,63 +0,29 7,33+0,31°
12 8,03+0,25° 7,80 £0,10 7,50 £+0,10°
18 8,07 +0,25° 7,87 £0,21° 7,50 £ 0,30

Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

A reducao do OD ao longo do experimento era esperada devido a decomposicao da matéria
organica das perdas metabdlicas (fezes) das larvas e pelo consumo de oxigénio que aumentou nos

animais estressados.

Varios estudos de toxicidade de atrazina para plantas e animais, concluiram que as plantas
aquaticas sao afetadas em muitas areas onde a atrazina é amplamente utilizada, com risco crénico

potencial para peixes, anfibios e invertebrados aquaticos nessas mesmas regides (YOUNG, 2014).

Com base nas andlises de risco, a atrazina apresenta baixo risco agudo para larvas de
tildpia-do-nilo. O CR calculado foi de 0,0006 muito menor que o LOC (0,5) estabelecido pela
USEPA (2020) para o risco agudo para peixes. Mesmo considerando para o calculo do CR o valor
de Clso.gens para peixes estabelecido pela USEPA (2020) (2,65 mg L), mais restritivo que o valor
da CLsg.gens Obtido neste trabalho, ainda assim o CR (0,004) indicaria que o risco se encontra em

nivel aceitavel.
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Vale destacar que a maior preocupacdo do impacto da atrazina sobre peixes e outros
organismos aquaticos esta relacionada com sua exposi¢cao cronica em doses subletais e, neste
caso, os endpoints empregados (CENO) sdao muito mais restritivos e derivados de estudos que

avaliam os efeitos enddcrinos da atrazina sobre organismos aquaticos.

O risco ambiental de atrazina demostrou-se em nivel aceitavel, porém deve-se considerar que
efeitos cronicos sdo de maior preocupacgao, sendo necessario a realizacdo de novos estudos em

relacdo a toxicidade crénica deste herbicida para as fases iniciais de vida dos peixes.
4 CONCLUSAO

As larvas de tilapia quando submetidas a exposicdo ao ar e expostas a concentracdes
subletais de atrazina apresentam significativos niveis de mortalidade, indicando que fatores
estressantes podem potencializar o efeito da atrazina nas larvas de tildpia. Por outro lado, com
base nas anélises de risco, a atrazina apresenta baixo risco agudo para larvas de tilapia-do-nilo.
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