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RESUMO - A atrazina é um herbicida que tem se destacado nos ultimos anos por ser um dos
agrotoxicos mais comercializados no Pais, sendo utilizada para o controle de ervas daninhas,
principalmente em plantacdes de milho, cana-de-aglcar e sorgo. O nanoencapsulamento deste
composto tem sido uma estratégia para combater impactos ambientais na agricultura. O objetivo
deste trabalho é avaliar os efeitos da nanoatrazina no crescimento de bioindicadores através da
transferéncia tréfica, com foco nos efeitos nocivos para espécies presentes em ambientes aquaticos.
Os organismos foram expostos aos compostos ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em nanopatrticulas
de zeina) e ATZ-PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-caprolactona), na
presenca e auséncia de materia organica. Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) de todos
os tratamentos em relagdo aos controles, com execdo em ATZ-PCL 0,002 mg/L na auséncia de
materia organica para Daphnia magna. Este microcrustaceo apresentou aumento significativo de
31% na taxa de crescimento em relacdo ao grupo controle. Nosso estudo mostra ndo haver efeitos
adversos nos desenvolvimento dos bioindicadores, pois a transferéncia tr6fica destes compostos nao
geraria riscos aos peixes e microcrustaceos. Os resultados indicam aspectos positivos na utilizagéo
de nanoatrazina como uma alternativa viavel para a agricultura, visando uma diminuicdo nos

impactos ambientais.
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ABSTRACT - Atrazine is an herbicide that has stood out in recent years for being one of the most
commercialized pesticides in the country, being used to control weeds, mainly in corn, sugarcane and
sorghum plantations. The nanoencapsulation of this compound has been a strategy to combat
environmental impacts in agriculture. The objective of this work is to evaluate the effects of
nanoatrazine on the growth of bioindicators through trophic transfer, focusing on the harmful effects
for species present in aquatic environments. The organisms were exposed to the compounds ATZ-
NPZ (atrazine encapsulated in zeine nanoparticles) and ATZ-PCL (atrazine encapsulated in poli-
épsilon-caprolactona nanopatrticles) in the presence and absence of organic matter. There was no
significant difference (p>0.05) of all treatments compared to controls, with the exception of ATZ-PCL
0.002 mg/L in the absence of organic matter for Daphnia magna. This microcrustacean showed a
significant increase of 31% in the rate growth in relation to the control group. Our study shows that
there are no adverse effects on the development of bioindicators, as the trophic transfer of these
compounds would not generate risks to fish and microcrustaceans. The results indicate positive
aspects in the use of nanoatrazine as a viable alternative for agriculture, aiming at a reduction in

environmental impacts.

Keywords: Ecotoxicology, Nanoatrazine, Toxicity, Bioindicators, Trophic transfer.

1. INTRODUCAO

E notavel que o uso de agrotoxicos vem aumentando a produtividade agricola no Brasil,
porém, € evidente a existéncia de inumeros efeitos toxicos indesejaveis dessas substancias nos
ecossistemas, que estdo sendo encontradas em quantidades preocupantes em corpos hidricos e

subterraneos.

A atrazina é um herbicida utilizado em grande escala no Pais. De acordo com o Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente - IBAMA, o composto esteve na lista dos dez principios ativos mais
vendidos entre os anos de 2009 e 2016. Nesse periodo, foram comercializados aproximadamente
160 mil toneladas de principios ativos., sendo a atrazina o quarto mais vendido no ano de 2016. O
boletim anual de agrotéxicos elaborado pelo IBAMA em 2020, revela que nesse ano a venda total de
produtos quimicos e bioguimicos foi de 685.745,68 toneladas de ingredientes ativos, apresentando

a atrazina, novamente, como um dos 10 mais comercializados (DIAS et al., 2018).

Este herbicida, de tipo triazina é usado para o controle de ervas daninhas em plantages de

milho, cana-de-aglcar e sorgo. Seu mecanismo de acao baseia-se na inibicdo da fotossintese em
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plantas suscetiveis levando-as a morte. Entretanto, nao fica restrita somente a estes organismos
alvos, sendo encontrada além da area de sua aplicacédo devido a seu alto potencial de lixiviacao tais

como: 4gua da chuva e irrigacdo, além da contaminacdo das aguas subterraneas (UNESP, 2022).

A nanotecnologia é um ramo da ciéncia que estuda e constroi materiais em uma escala muito
pequena, a nanométrica, e tem sido uma possibilidade para combater impactos ambientais na
agricultura através do encapsulamento de defensivos quimicos em nanoparticulas (nanopesticidas).
Seu objetivo é a liberacdo lenta e constante do ingrediente ativo, como a atrazina. Dessa forma, o
produto é completamente utilizado no controle de pragas e doencas, propiciando o uso de menor
guantidade do ingrediente ativo na planta e no solo. (CROPLIFE, 2022)

A zeina é uma proteina extraida de plantas, usada como base para micro encapsulamento
de compostos, aumentando sua solubilidade e prolongando sua liberacdo. A poli-épsilon-

caprolactona é um polimero usado em nanoencapsulamento de pesticidas com o objetivo de

aumentar sua eficacia devido a sua liberagéo prolongada. (FREITAS, 2016)

As nanoparticulas podem ser bioacumuladas e transferidas de um nivel trofico para outro
através da cadeia alimentar. Os estudos de transferéncia trofica permitem diferenciar a importancia
das diferentes vias de exposi¢éo, o que é util na andlise de risco (HOLBROOK et al., 2008). As algas
sao produtoras primarias de energia como fonte de alimento e quaisquer impactos neste nivel podem
afetar a salde dos organismos em niveis tréficos mais altos (LEKAMGE et al., 2019). MCTEER et
al. (2014) relataram uma reducao significativa na alimentagdo quando dafnideos foram alimentados
com algas contaminadas com nanoparticulas de prata em comparag¢do com algas nao tratadas, o

que sugere efeitos deletérios no crescimento e reproducao.

Organismos bioindicadores tém sido usados como modelos experimentais em testes
toxicoldgicos devido sua alta sensibilidade, tais como Daphnia magna. Este € um microcrustaceo
encontrado em aguas doces, comumente conhecido como pulga d’agua. Trata-se de um organismo
filtrador que se alimenta de algas, rotiferos e infusorios, e possuem um importante papel na cadeia
alimentar. Além disso seu facil cultivo e rapida reproducao faz com que esse organismo seja viavel
para experimentos de toxidade aguda e subcrénica (TKACZYK et al. 2021; CROA CLUB DE
ACUARISMO, 2022)

Danio rerio, mais conhecido como zebrafish ou paulistinha, € um peixe de dgua doce com
aproximadamente cinco centimetros quando adulto, com embrides transparentes, utilizado em
pesquisas principalmente por apresentar um desenvolvimento facilmente observavel e testavel
(TESOLIN et al., 2014).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da nanoatrazina no crescimento de
bioindicadores através da transferéncia tréfica, com foco nos efeitos nocivos para espécies presentes

em ambientes aquaticos.
2. MATERIAL E METODOS

Os organismos foram testados em diferentes concentracdes de atrazina encapsulada em
nanoparticulas de zeina (ATZ-NPZ), assim como em nanoparticulas de poli-épsilon-caprolactona,
(ATZ-PCL) na auséncia e presenca de NOM (Natural Organic Matter, 10 mg/L), uma matriz organica
complexa, construida principalmente por acidos humicos e fulvidos presentes no ambiente aquatico.
Os procedimentos de manejo dos animais foram aprovados pela Comiss&o de Etica para Uso Animal
da Embrapa Meio Ambiente (protocolo n® 006/2019).

Exposicédo das algas as nanoformulacdes:

Culturas da microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata (Figura 1) com concentragdo
algacea do inéculo incial de 7 x 10° células / mL foram expostas as concentragdes subletais de ATZ-
NPZ nas concentracdes equivalentes a 0,058; 0,0116; e 0,0058 mg/L. Analogamente, culturas foram
também expostas a concentracbes de 0,02; 0,004; e 0,002 mg/L de ATZ-PCL. Os valores de
concentracao-teste representaram, respectivamente, a Cl110-96h (concentracao inibitoria em 10% do
crescimento algaceo por 96 h); 1/5 de CI10-96h; e 1/10 de CI10-96h, de modo a manter a viabilidade
e permitir o crecimento das microalgas com concomitante incorporacdo do herbicida nestes
organismos. As exposicdes foram realizadas na auséncia e presenca de NOM (10 mg/L) durante
96h.
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Figura 1. Detalhe microscoplco de cultura de Raphldocelis subcapitata.

Fonte: SAG 61.81 Raphidocelis
subcapitatahttps://sagdb.unigoettingen.de/detailedList.php?str_number=61.81

Apoés 8 dias de crescimento, tubos tipo Falcon de 50 ml foram autoclavados para concentracdo das
algas de cada erlenmeyers e ressuspensao das mesmas em agua reconstituida e meio de embrido
(composicdo para 1L: NaHCO3 — 35mg; MgS0O4 — 60mg; KCI — 4mg; e CaS0O42H20 — 60mg)
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(UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENGY, 2002), para serem utilizados nos ensaios

de bioconcentragéo com D. magna (Figura 2) e embrides de D. rerio (Figura 3).

Figura 2: Neonato de Daphnia magna

Fonte:https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Daphnia_magna_hatchling_from_restingegg.JPG

Figura 3: Estagio inicial de embrido de Danio rerio.
Fonte: Danio rerio (zebrafish) embryonic development.

http://bioimages.vanderbilt.edu/pages/zfish-devel.htm

Exposicdo dos organismos-teste através do alimento.

Espécimes de D. magna foram mantidos em aquarios (40 x 20 x 15 cm), contendo agua
reconstituida com nutrientes, preparada conforme a metodologia de JONSSON e MAIA (1999). A
temperatura e a intensidade da luz foram mantidas em 20°C e 1.000 lux, respectivamente. A
microalga R. subcapitata foi usada para alimentar as culturas uma vez por dia. Neonatos com menos

de 24 horas foram separados das culturas e usados como organismos-teste.

Adultos de D. rerio do tipo selvagem foram alojados em um sistema “rack”. Apds o
acasalamento, os ovos (Figura 3) foram coletados, lavados e selecionados por sua viabilidade
através de observacao microscépica. Larvas de D. rerio (Figura 4) (n=24), eclodidas dos ovos, foram
usadas para a valiagdo da toxicidade.
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Figura 4 Estagio larval de Danio rerio.

Fonte: acervo do Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranca.

Os organismos-teste foram alocados em 14 placas de polietireno contendo 24 pogos cada,
sendo dois para controle e 12 para as concentragfes de NPZ 0,058; 0,0116 ; 0,0058 mg/L e PCL
0,02 ;0,004; 0,002 mg/L, e foram alimentadas (30 uL/dia para as Daphnias e somente 1x para o D.
rerio) com algas previamente expostas as duas nanoformulagées em meio ausente de NOM ou na

presenca deste.

Medidas do comprimento corpéreo de D. rerio foram realizadas apds 96 h da eclosédo dos
ovos e até as 192 horas de desenvolvimento larval. No caso de D. magna, as medidas foram
realizadas desde a coleta dos neonatos até as 96 h de alimentacdo. As medi¢Ges foram realizadas
através da obtencdo de microfotografias utilizando um estereomicroscopio com camera (Optika
Camera 4083B3, Optika®) acoplado a um sistema de medicdo (Optika View Version 7.1.1.5

softwares) em um aumento de 2xx.

Analise de dados

A andlise de regressao linear da percentagem de crescimento em funcdo do tempo foi
aplicada, onde o coeficiente angular foi equivalente a taxa de crescimento (BASU; PAL, 2011). O
mobdulo “One Way ANOVA” do programa Statgraphics Centurion XVII foi usado para comparar as

taxas de crescimento entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey.

Os dados foram analisados usando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (seguido pela
andlise post — hoc de Bonferroni) quando as taxas de crescimento ndo satisfizessem a suposicéo de
homogeneidade de variancia. Os dados foram considerados estatisticamente significativos em nivel
de certeza de 95% (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores concentracdes avaliadas para ATZ-NPZ e ATZ-PCL em que as algas foram expostas
as nanoformulacoes foram 30 e 10 vezes maiores, respectivamente, que a concentracdo maxima
permissivel do herbicida para a protecdo das comunidades aquaticas segundo a legislacao brasileira
(0,002 mg/L; CONAMA, 2005).

As curvas de crescimento dos orgamismos-teste alimentados com algas que foram expostas as
duas formulagbes do nanomaterial, tanto na auséncia como na presenca de NOM estdo
apresentadas nas Figuras 5 a 8. As curvas permitiram calcular as taxas especificas de crescimento
gue foram comparadas pelo teste de Tukey onde se constatou auséncia de diferenca significativa
(p>0,05) em relacéo aos controles para todos os tratamentos, com excecado em ATZ-PCL 0,002 mg/L
na auséncia de NOM para D. magna (Tabela 1).

Em analogia aos resultados do presente trabalho, ANDRADE et al. (2019) relataram que a

nanoencapsulacéo da atrazina protege a biota aquatica dos efeitos adversos deste herbicida.
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Figura 5: Curvas de crescimento corpéreo de Daphnia magna alimentadas com algas
(Raphidocelis subcapitata) previamente expostas a ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em
nanoparticulas de zeina) e ATZ-PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-
caprolactona) na auséncia de NOM (&cido humico), sob diferentes concentragBes do herbicida
(mg/L).
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Nesta situacdo, constatou-se um aumento significativo de 31% na taxa de crescimento do
microcrustaceo em relagdo ao controle. Ndo existe uma explicacdo para esse efeito no presente
estudo. Porém, de acordo com Marcus e Fiumera (2016), a aceleracao do tempo de desenvovimento
de artropodes em baixas concentracdes de atrazina foi observado. Os autores relacionam este

efeito a uma possivel disrupgdo endocrina que envolveria a sinalizagéo celular mediada pela insulina.

Em analogia aos resultados do presente trabalho, ANDRADE et al. (2019) relataram que a

nanoencapsulacéo da atrazina protege a biota aquatica dos efeitos adversos deste herbicida.

105

= | —
—y —
= 100 e S———
[=] . _H___—'"'H-F = #ﬂw
g W e =
(_" 95 //'/?j __-"_( _\__\_&—
o ,{”/ ff .
= //J/ //
E .»7{,,;/ -
o W& AT
< &
] [ ¢
g
=85
L]
=
=
80
0 24 48 72 96
Tempeo (h)
— & — -controle — —% — - ATZ-NPZ 0,06 ATZ-NPZ 0,012 — —& —  ATZ-NPZ 0,006
— — — - ATZ-PCL 0,02 ATZ-PCL 0,004 — — x— — - ATZ-PCL 0,002

Figura 6: Curvas de crescimento corpéreo de Daphnia magna alimentadas com algas
(Raphidocelis subcapitata) previamente expostas a ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em
nanoparticulas de zeina) e ATZ-PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-
caprolactona) na presenga de NOM (Natural Organic Matter, 10 mg/L), sob diferentes

concentracgdes do herbicida (mg/L).
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Figura 7: Curvas de crescimento corpéreo de larvas de Danio rerio no periodo de 96 a 192 horas,
apos eclosao dos ovos, sob alimentacdo com microalgas (Raphidocelis subcapitata) previamente
expostas a diferentes concentracdes de ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em nanoparticulas de
zeina) e ATZ-PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-caprolactona) na
auséncia de NOM (Natural Organic Matter, 10 mg/L).

4. CONCLUSAO

N&o se constataram efeitos adversos associados ao desenvolvimento dos
bioindicadores D. magna e D. rerio tanto na auséncia ou preséncia de matéria orgéanica, sugerindo
que a transferéncia tréfica “via algas” da ATZ nas nanoformulag¢des avaliadas nao apresentaria risco
para peixes e microcrustaceos e, portanto, ndo representaria um risco em seu uso e comercializagédo
em formulacdes contendo nanoparticulas de NPZ e PCL. Portanto, neste cenério, 0s resultados
obtidos fornecerdo importantes informacgfes para o desenvolvimento de novos nanomateriais e as
interacdes destes com material organico presente no ambiente. Além disto, fornecerado informacdes
sobre os efeitos e riscos ecoldgicos da contaminacdo ambiental por esses agentes, gerando dados
gue poderdo auxiliar no seu manejo para a reducdo dos impactos na biota aquatica. Os dados

poderao ser uteis para dar subsidios a legislagdes ambientais, em niveis nacional e internacional.
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Figura 8: Curvas de crescimento corp6reo de larvas de Danio rerio no periodo de 96 a 192 horas,
apos eclosdo dos ovos, sob alimentacdo com microalgas (Raphidocelis subcapitata) previamente
expostas a diferentes concentracdes de ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em nanoparticulas de
zeina) e ATZ-PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-caprolactona) na
presenca de NOM (Natural Organic Matter, 10 mg/L).
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TABELA 1: Valores médios (desvio padrao) da taxa de crescimento (% de comprimento/h) dos
organismos-teste sob alimentacdo com microalgas (R. subcapitata) previamente expostas a
diferentes concentracdes de ATZ-NPZ (atrazina encapsulada em nanoparticulas de zeina) e ATZ-
PCL (atrazina encapsulada em nanoparticulas de poli-épsilon-caprolactona) na auséncia e

presenca de NOM (Natural Organic Matter, 10 mg/L).

Algas em ATZ-NPZ (mg/L) Algas em ATZ-PCL (mg/L)
0,006 0,016 0,06 0,002 0,004 0,02
(1/10 Cl10- (/5 CI10- (CI10-96h) (1/10CI10- (1/5CI10- (Cl10-96h)
Controle 96h) 96h) 96h) 96h)
Sem NOM
0,2915 0,2143 0,2742 0,3145 0,3795* 0,3471 0,2958
(0,0941) (0,0975) (0,0793) (0,1088) (0,0335) (0,0327) (0,0344)
D. Com NOM
magna
01413 0,1081 0,1154 0,1098 0,0969 0,1146 0,1023
(0,0560) (0,0562) (0,0409) (0,0521) (0,0433) (0,0483) (0,0148)
Sem NOM
0,1572 0,14911 0,1484 0,1508 0,1592 0,1558 0,1531
(0,0384) (0,0397) (0,0386) (0,0384) (0,0325) (0,0330) (0,0323)
Danio Com NOM
rerio
0,1413 0,1081 0,1154 0,1098 0,0969 0,1146 0,1023
(0,0558) (0,0562) (0,0409) (0,0521) (0,0433) (0,0483) (0,0420)

* Diferenca significativa em relagédo ao controle (p<0,05)6.
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