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Loving can heal

Loving can mend your soul

And it's the only thing that I know

1 swear it will get easier

Remember that with every piece of you

And it's the only thing we take with us when we die

We keep this love in a photograph

We made these memories for ourselves
Where our eyes are never closing

Our hearts were never broken

And time's forever frozen still.

Photograph — Ed Sheeran
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RESUMO

O clorotalonil ¢ um fungicida presente em tintas anti-incrustantes e em outras
formulagdes usadas na agricultura. E considerado toxico para organismos nio-alvo, mas
apesar disso, apenas poucos paises o regulamentam em seus critérios de qualidade de
agua (WQC). Para evidenciar os perigos da contamina¢do ambiental com clorotalonil e
subsidiar critérios para regulamentacdo do composto, o presente trabalho avaliou efeitos
toxicos do biocida para a espécie de peixe estuarino Poecilia vivipara, através de teste
de letalidade aguda (96 h) e por meio de biomarcadores bioquimicos, de qualidade
espermatica e hematologicos. A CLso calculada para P. vivipara foi de 40,8 pg/L de
clorotalonil, indicando-a como uma espécie de peixe moderadamente sensivel. Para
analise dos biomarcadores, os peixes foram expostos (96 h) a 1 e 10 pg/L de
clorotalonil. Observamos que o clorotalonil altera os niveis de pré e antioxidantes em
dire¢do ao estresse oxidativo. Nas branquias detectamos efeito negativo sobre
capacidade antioxidante total (ACAP), enquanto no figado houve uma reducdo na
atividade da Glutationa S-transferase (GST). Mas em ambos os tecidos, nos niveis de
Glutationa (GSH) e da atividade da sua percursora Glutationa-cisteina-ligase (GCL)
aumentaram. No entanto, o dano oxidativo, representado pela lipoperoxidacao (LPO),
ocorreu significativamente apenas em nivel celular, em eritrocitos e células
espermaticas. As hemdacias também apresentaram aumento na fluidez de suas
membranas, dos niveis de espécies reativas de oxigénio e dano de DNA, sendo estes
mais elevados nos peixes expostos a 10 pg/L de clorotalonil. Nas células espermaticas,
a LPO foi acompanhada por queda na funcionalidade de membrana e funcionalidade
mitocondrial, além da reducdo na motilidade. Com base nestes resultados, podemos
confirmar que o clorotalonil ¢ um composto toxico € que sua agdo pode promover
efeitos sistémicos e afetar processos como a respiracao, metabolizacdo de xenobioticos,

além da fertilidade de P. vivipara, recomendada aqui como um bom biomonitor.

Palavras-chave: anti-incrustante, toxico, biomarcador, estresse oxidativo, eritrocitos,

qualidade espermatica.



ABSTRACT

Chlorothalonil is a fungicide existing in commercial antifouling paints and other
formulations used in agriculture. It is considered toxic for non-target organisms,
however only few countries have included it in their water quality criteria (WQC). To
address the hazards of environmental contamination with chlorothalonil and to offer
support for its regulation, the present work evaluated the toxic effects of chlorothalonil
for the guppy Poecilia vivipara, through acute lethality test (96 h) and by analysis of
biochemical, spermatic and hematological biomarkers. The LCso calculated for P.
vivipara was 40.8 ng/L of chlorothalonil, indicating that it is a moderately sensitive fish
species. For the analysis of biomarkers, fish were exposed (96 h) to 1 and 10 pg/L of
chlorothalonil. We observed that the biocide changes the levels of pro and antioxidants
towards a situation of oxidative stress. In the gills we detected a negative effect on the
total antioxidant capacity (ACAP), while in the liver there was a reduction in the
activity of Glutathione S-transferase (GST). But in both tissues, the levels of
Glutathione (GSH) and the activity of its precursor Glutathione-cysteine-ligase (GCL)
increased. However, oxidative damage, represented by lipoperoxidation (LPO), occurs
significantly only at the cellular level, in erythrocytes and sperm cells. In red blood cells
we also saw increase of membrane fluidity, of reactive oxygen species levels, and DNA
damage, which were higher in fish exposed to 10 pg/L of chlorothalonil. In the sperm
cells, LPO was detected with a drop in membrane functionality and mitochondrial
functionality, which may be the cause of the reduction in sperm motility. Based on these
results, we can confirm that chlorothalonil is a highly toxic compound and causes
effects at systemic levels, being able to disturb respiration, metabolism of xenobiotics

and the fertility of P. vivipara, which is recommended here as a good biommonitor.

Key-words: antifouling, toxic, biomarker, oxidative stress, erythrocytes, sperm quality.



APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd organizada nos seguintes itens: sumario, lista de figuras,
lista de tabelas, introdugdo geral, objetivos geral e especificos, referéncias da introducao
geral, capitulo 1, consideragdes finais e perspectivas. A formatac¢do da dissertacdo segue
as normas regimentais do Programa de Po6s Graduagdo em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais (PPGBAC) da FURG. O Capitulo 1 refere-se ao unico
manuscrito desta dissertacdo que sera encaminhado a revista Aquatic Toxicology
(Qualis A2 na area de Biodiversidade). Neste aspecto, a formatacdo do manuscrito ¢é
aquela informada pela revista (www.journals.elsevier.com/aquatic-toxicology/) e os
itens estdo ordenados como resumo, introducdo, material e métodos, resultados,
discussdo com conclusdo, agradecimentos e referéncias, sendo que as tabelas e figuras
encontram-se ao fim do capitulo. Por ultimo, estdo os itens de consideracdes finais e

sobre as perspectivas que este trabalho gerou.
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3.INTRODUCAO GERAL

A poluicdo ¢ um dos principais problemas ambientais da atualidade e os
estuarios estdo entre os ambientes que mais recebem carga de contaminagdo derivada de
atividades antrépicas, como despejo de esgotos domésticos, langamento de pesticidas e
fertilizantes utilizados na agricultura, atividades de dragagem e atividades portudrias. As
tintas anti-incrustantes usadas nas embarcagoes vém sendo consideradas como uma
importante fonte de introdugdo de substancias quimicas em aguas estuarinas e marinhas.
Estas tintas sdo aplicadas nos cascos de navios para evitar incrustacdo de algas,
mexilhdes e outros organismos. De acordo com Kotrikla (2009), a proposta das tintas
anti-incrustantes vai além de evitar a incrustagdo para reduzir a resisténcia e fric¢ao
entre a dgua e o casco dos navios e, consequente, aumento no consumo de combustivel;
elas também servem para reduzir a frequéncia de docagem que resulta em perda de
tempo e aumento de custos de manutencdo, para reduzir a corrosdo dos cascos, e para
minimizar o transporte de espécies entre ambientes, incluindo a introdugao de espécies
exoticas.

Os primeiros biocidas regularizados e utilizados na composi¢do das tintas anti-
incrustantes, denominadas como tintas de primeira geracao, foram os 6xidos de cobre e
os Oxidos de zinco. No entanto, a durabilidade destas tintas era curta, girando em torno
de um ano apos sua aplicacdo. Em 1960 surgiram as tintas anti-incrustantes a base de
organoestanico, que na sua maioria utilizavam como principio ativo o composto
tributilestanho (TBT). A durabilidade destas tintas, chamadas de segunda geracao, era
de 5 a 7 anos e, consequentemente, seu uso se expandiu facil e rapidamente no setor
portudrio, chegando a atingir 70% de todo o transporte comercial maritimo em 1999
(Almeida et al., 2007; Castro et al., 2012). No entanto, varios problemas ambientais
envolvendo organoestanicos e organismos ndo-alvos apareceram no inicio dos anos 80
(Castro et al., 2011; Castro et al., 2012). Os primeiros problemas envolvendo tintas anti-
incrustante a base de TBT foram relatados no final da década de 70, em culturas de
ostras Crassostrea gigas na Baia de Arcachon na Franga, uma &rea cercada por marinas
e pequenos portos (Alzieu, 1991; Alzieu, 1998). Foram observados diversos efeitos
deletérios para a espécie, como diminuicdo do numero de jovens recém-fixados,
anomalias no desenvolvimento das larvas e mé& formacdo das conchas, que
apresentavam “camaras porosas’ ¢ diminui¢ao na quantidade de aminoacidos ativos no

processo de fixacao do célcio (Alzieu, 1998). Entretanto, o mais conhecido dos efeitos
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da exposicdo ao TBT ¢ o fendmeno chamado /mposex, caracterizado pelo aparecimento
de caracteristicas sexuais de machos, tais como canal deferente e pénis, em fémeas de
gastropodes (Castro et al., 2011; Castro et al., 2012). Vinte anos apos o uso em grande
escala das tintas a base de TBT, teve inicio o seu processo de banimento, pelos riscos
comprovados a biota aquatica. O governo francés foi o primeiro pais a proibir o uso de
tintas anti-incrustantes a base de TBT e, apos, diversos outros paises se propuseram a
criar sanc¢des contra a aplicagdo destas tintas.

Porém, o transporte de embarcagdes ¢ uma atividade que atravessa fronteiras, o
controle individual de cada nagdo sobre os ‘sistemas anti-incrustantes”, nao ¢
suficientemente eficaz para evitar a contaminacao dos ambientes com uma tinta ou outra
(Castro et al.,, 2012). Assim, a Organizagdo Maritima Internacional (IMO) tomou
medidas para regulamentar internacionalmente o uso de biocidas a base de TBT nas
tintas anti-incrustantes, proibindo sua comercializacdo e uso em 2003, em qualquer
ambiente aquatico, com prazo limite definido para 2008 (IMO, 2008). Apesar disso, em
um estudo de monitoramento ambiental englobando diversos portos e marinas da
América Latina, Castro et al. (2012) constatou a presenga de residuos de tintas a base de
TBT, indicando seu uso apos o banimento. A presenga do organoestanico TBT e seus
metabdlicos DBT e MBT (di e monobutilestanho, respectivamente) foi detectada
inclusive em regides estuarinas ao longo da costa Brasileira, por isso uma preocupagao
especial com os estuarios.

Em razdo dos problemas ambientais associados ao uso de tintas a base de TBT e
pelo seu gradativo banimento, comegaram a surgir, a partir de 1987, as chamadas tintas
anti-incrustantes de terceira geracdo (Castro et al., 2011). Dessas tintas de terceira
geragdo, a IMO, reconhece e aceita o uso de dezesseis biocidas anti-incrustantes, sendo
que numa formulagdo de tinta podem estar presentes até quatro compostos (Castro et al.,
2011). Dentre esses dezesseis compostos, estd o fungicida clorotalonil, que também ¢
amplamente usado como biocida agricola (Lourencato et al., 2015, Prestes et al., 2009).
Analisando-se a composi¢do de diversas tintas anti-incrustantes disponiveis no
mercado, o clorotalonil foi detectado em muitas delas (Gilberto Fillmann, comunicagdo
pessoal).

O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) ¢ um fungicida organoclorado
pertencente ao grupo das isoftalonitrilas. Este composto possui baixa solubilidade em
agua (0,6 a 1,2 mg/L a 25°C) e sua persisténcia no meio aquatico também ¢ baixa. Em

agua doce, apresenta meia-vida variando entre 4 a 150 h (Thomas & Brooks, 2010),
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porém em aguas salgadas e salobras sua meia-vida ¢ ainda menor, sendo de
aproximadamente 1,9 dias (Sakkas et al., 2002). Na presen¢a de luz solar ¢ micro-
organismos, a degradacao do clorotalonil pode ser acelerada, exibindo meia-vida entre 1
e 48 h, dependendo do tipo de adgua (Sakkas et al., 2002; Voulvoulis, 2006; Thomas &
Brooks, 2010).

No Brasil, o clorotalonil ndo estd legislado pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente, na resolugdo que estabelece as condicdes e padrdes para corpos d’agua
superficiais (resolucao 357, CONAMA 2005). Apesar disso, o biocida ¢ mencionado na
resolugdo 396 do CONAMA (CONAMA, 2008) que dispde sobre as diretrizes
ambientais para o enquadramento de 4guas subterraneas. Na resolugdo CONAMA 396,
o limite praticavel para o clorotalonil em dguas subterrdneas ¢ de 0,1 pug/L. Entretanto,
esta resolucdo apresenta ainda valores maximos do biocida permitidos para alguns usos
especificos de aguas subterraneas, sendo de 30 ug/L para consumo humano, 170 pg/L
para dessedentagdo de animais e 5,8 pg/L para irrigacdo. No dmbito internacional,
apenas poucos paises o regulamentam em seus critérios de qualidade de agua (WQCs).
O Canada ¢ um deles, e estabelece regulamentag¢do especifica para o clorotalonil em
corpos d’agua doce (0,18 pg/L) e agua salgada (0,36 pg/L) (CCME, 1999). Nos Estados
Unidos, a Agéncia de Prote¢do Ambiental (USEPA) estd revisando os registros de
alguns pesticidas, incluindo o clorotalonil desde 2012 e, portanto, ndo tem nada
estabelecido para este composto no momento (FR 18810, 2012 US). Na Inglaterra o uso
de clorotalonil foi revogado na composi¢do de tintas anti-incrustantes (Thomas &
Brooks, 2010), mas continua sendo permitido em lavouras agricolas, sendo que em agua
doce estd legislado em 0,035 e 1,2 pg/L para aplicagdo em longo e curto periodo,
respectivamente (DEFRA, 2014). A China, por sua vez, aprova o uso do fungicida e nao
definir valores nem para dgua doce € nem para agua salgada (CCPIA, 2013).

Com respeito aos dados ambientais de clorotalonil no Brasil, Filizola et al.,
encontrou o pesticida em aguas de corregos no municipio de Guaira no estado de Sao
Paulo na concentracao de 0,27 ug/L (Filizola et al., 2002), sendo esta a unica literatura
brasileira que encontramos abordando concentragdes ambientais do composto. No caso
de agua salgada, o clorotalonil foi encontrado em portos e marinas da Asia e Europa
(costa do Reino Unido, Grécia e Coreia) em concentragdes variando de <0.001 a 1,38
ng/L (Voulvoulis et al., 2000; Sakkas et al., 2006; Lee et al., 2011). Apesar do seu uso

permitido em muitos paises como o Brasil e da sua presenga no ambiente, informagdes
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sobre a toxicidade do clorotalonil para organismos nao-alvos, como peixes, ainda sdo
em sua maioria, reduzidas a dados de mortalidade.

De fato, o clorotalonil ¢ toxico para peixes, sendo que a concentracao letal
mediana (CLso) apés exposi¢cdo aguda (96 h) varia de 8,2 a 76 pg/L, dependendo da
espécie e das condi¢des de exposi¢ao (Guardiola et al, 2012). Por exemplo, a CLso (96
h) para as espécies de peixes de dgua doce Onchorhynchus mykiss (truta arco-iris) e
Gasterosteus aculeatus (esgana-gato) € de 76 e 73 pug/L, respectivamente (Ernst et al.,
1991). Estas espécies sdo mais tolerantes do que os peixes eurialinos Galaxias
maculatus e Galaxias auratus, cujas CLso (96 h) sdo de 16 e 29 ng/L de clorotalonil,
respectivamente (Davies e White, 1985). Dados da Agéncia de Prote¢do Ambiental
Americana (USEPA, 1999) concluem que o clorotalonil ¢ um composto cuja toxicidade
¢ elevada e reportam que a exposicao aguda (96 h) ao biocida afeta a eclosdo de ovos e
o sucesso larval do peixe Pimephales promelas em concentragdes que variam de 3 a 6,5
ug/L. Também sdo encontrados valores de CLso (96 h) do clorotalonil para as espécies
de peixes P. promelas, Ictalurus punctatus e Lepomis macrochirus, sendo estes de 23,
52 ¢ 59,5 ng/L de clorotalonil, respectivamente (USEPA, 1999; Gallagher & Di Giulio,
1992). Para invertebrados aquaticos, os resultado de toxicidade do clorotalonil sdo
bastante varidveis. Em Daphnia magna o valor calculado para CLso (24 h) ¢ de 195
ng/L de clorotalonil (Montforts, 1999), enquanto que para o camardo de 4agua doce
Parataya australiensis a CLso (96 h) € de 16 ng/L do composto (Davies et al., 1994).

Com relag@o ao mecanismo de toxicidade do clorotalonil, ele age principalmente
sobre o tripeptideo glutationa (GSH), provocando sua oxidag¢do (GSSG) e, posterior
inativacdo ou “perda”, uma vez que ndo observa-se recuperagdo da GSSG (glutationa
oxidada) para GSH (glutationa reduzida) (Gallagher et al., 1992). A GSH ¢ umas das
principais linha de defesa dos organismos contra a presenca de agentes toxicos como
compostos oxidantes, metais e compostos organicos. No processo de detoxificacdo dos
compostos organicos, estes sdo conjugados & GSH, o que os tornam mais soluveis para
sua excre¢ao (Van der Oost et al., 2003).

A contaminac¢do dos ambientes aquaticos e seus efeitos podem ser avaliados
através do uso de marcadores biologicos, também conhecidos como biomarcadores.
Biomarcadores podem ser definidos como indicadores de curto prazo de efeitos
biologicos a longo prazo (Cajaraville et al., 2000), ou seja, biomarcadores sdo
respostas/alteracdes biologicas rapidas que indicam se o organismo vem sendo ou foi

exposto a poluentes por certo periodo de tempo. Eles podem ser classificados como
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biomarcadores de exposi¢cdo, biomarcadores de efeito/estresse e biomarcadores de
suscetibilidade (Nascimento et al., 2006; Monserrat et al., 2007). Biomarcador de
exposi¢ao indica que o organismo foi exposto a um agente xenobiotico, antecipando
situacdo de prejuizo a saude. Os biomarcadores de efeito ou estresse sdo definidos pelas
alteracdes resultantes da exposicdo a xenobioticos, com estabelecimento de dano ou de
doenga. Biomarcador de suscetibilidade ¢ definido através da capacidade inerente ou
adquirida de um organismo ou populagdo frente a exposi¢do ao xenobiotico. Segundo
Nascimento et al. (2006) um organismo pode, em determinadas circunstancias, ter
limitada a sua habilidade de se adaptar ou sobreviver, o que pode ser determinado por
mensuracdo de respostas fisioldgicas que, analisadas em conjunto, expressam a
diminui¢do da energia disponivel para o crescimento.

Os biomarcadores sdo classificados também como especificos e nao-especificos.
Os especificos tratam-se de respostas mais direcionadas a um determinado poluente ou
grupo de poluentes. Por exemplo, a inibicdo da enzima acetilcolinesterase em diversos
grupos animais pela exposi¢ao a organofosforados, ou a sintese de metalotioneinas em
resposta a exposicdo a um excesso de metais, ou mesmo o imposex como resultado da
exposicdo ao TBT. Os biomarcadores nao-especificos, por sua vez, sdo respostas
comuns a diferentes tipos de poluentes, como o caso dos biomarcadores de estresse
oxidativo. O estresse oxidativo ¢ causado por um desbalanco entre a quantidade de
espécies reativas de oxigénio e agentes antioxidantes que pode ocorrer em fungdo de
muitos fatores que vao desde variacdes de temperatura a presenga de contaminantes
Eles sdo indicativos de uma situagdo geral de estresse e sdo representados
principalmente por componentes da defesa antioxidante e por oxidacdo de
biomoléculas. De qualquer forma, independente da sua classificagdo, os biomarcadores
funcionam como sinais de “alerta precoce” da presenga de contaminantes no ambiente.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) s3o compostos altamente reativos
oriundos da redugcdo do oxigénio molecular. Os principais produtos da reducdo

molecular de Oz sdo o anion superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H202) e o

radical hidroxila (OH’). Sendo que O™ apresenta uma baixa capacidade de oxidagao, e

o OH' ¢ o mais reativo na indu¢do de lesdes nas moléculas celulares. O H>O; nao ¢é

considerado um radical livre verdadeiro, mas ¢ capaz de atravessar a membrana nuclear
e induzir danos na molécula de DNA por meio de reagdes de oxidacdo (Anderson,

1996). As EROs sao produzidas naturalmente ou por alguma disfuncio bioldgica. Em
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concentragdes adequadas, estdo envolvidas na producdo de energia, fagocitose,
regulagdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese e substancias
bioldgicas importantes. Porém, em excesso apresentam efeitos deletérios, tais como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e danos as moléculas proteicas dos tecidos e das
membranas, enzimas, carboidratos ¢ DNA (Barreiros & David, 2006; Monserrat et al,
2007). O excesso de EROs pode ser combatido por antioxidantes, que podem ser
definidos como qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacdo do mesmo (Halliwell, 1994). Porém, o desbalanco entre a quantidade de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de defesas antioxidantes, em favor das EROs
induz o organismo a uma situacdo de estresse oxidativo, podendo leva-lo a ter dano
oxidativo em lipidios, proteinas ou DNA (Monserrat et al., 2007).

Quanto aos antioxidantes, eles podem ser classificados em enzimaticos e nao
enzimdaticos. Como exemplo de antioxidantes enzimaticos existem os grupos de enzimas
catalase (CAT), superoxido desmutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), dentre
outros. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo compostos presentes no organismo ou
oriundos da alimenta¢do. Alguns exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos sdo o-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, acido ascérbico (vitamina C) e Glutationa (GSH).

Os sistemas antioxidantes enzimaticos sdo divididos em trés linhas, a primeira
linhas sdo as enzimas superoxido dismutase (SOD), elas catalisam a destrui¢do do
radical O2™ convertendo-o em Oz e H2O2. Logo apds ocorre a agdo das enzimas catalases,
que fazem a remoc¢ao de H»O», convertendo-o em H,O e O. E um terceiro grupo que
atua na remog¢do de ERO sdo as glutationas. A glutationa peroxidase (GPx) reduz H>O»
a HO através da oxidagdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG)
(Halliwell, 1994). Como sistema antioxidante ndo enzimatico, encontra-se o tripepitideo
GSH que possui o grupo tiol, este serve como doador de prétons e € o que define a
atividade biologica das glutationas. Sendo assim, a GSH age em conjunto com as
defesas enzimaticas no organismo. Depois que a GSH ¢ utilizada, seus niveis sdo
restaurados pela enzima glutationa redutase (GR), que recicla a glutationa oxidada
(GSSQG) a sua forma reduzida (GSH), através da utilizagdo de NADPH como doador de
elétron (Hermes-Lima, 2004; Halliwell, 1994). A sintese de GSH ¢ regulada pelas acdes
enzimdticas de Glutamato Cisteina Ligase (GCL) e Glutationa Sintase (GS). A GCL
catalisa a reacdo de glutamato e cisteina formando o dipeptideo y-glutamil-cisteina

(YGluCis). Apos, a GS faz a ligacdo do aminoacido glicina com yGluCis, gerando GSH.
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Outro mecanismos de resposta antioxidante ¢ o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes como a Glutationa S-Transferase (GST). A GST catalisa a conjugacao de
glutationa reduzida (GSH) a metabolitos xenobidticos, fazendo com que fiquem mais
soliveis em agua e, assim, facilitando sua eliminagdo. Ela também reage diretamente
com produtos da peroxidagao lipidica (LPO), neutralizando-os. Assim, uma redu¢do da
sintese e/ou atividade da GST pode levar a uma situagdo de estresse oxidativo (Hermes-
Lima, 2004; Monserrat et al., 2007). A LPO representa, de maneira geral, uma oxidagao
dos lipideos de membranas celulares, podendo afetar sua permeabilidade seletiva e,
portanto, todo o funcionamento celular. Ao contrario dos biomarcadores mencionados
acima que sdo de exposicdo, a LPO ¢ classificada como biomarcador de efeito e
representa efetivamente um dano oxidativo.

Além dos biomarcadores de estresse oxidativo, existem os biomarcadores
genéticos (genotoxicidade), de parametros hematologicos, parametros imunologicos,
reprodutivos, entre outros. A escolha dos biomarcadores ira depender da resposta que se
deseja contemplar. Através do rastreio de respostas de multiplos biomarcadores,
informagdes importantes podem ser obtidas sobre a exposi¢ao dos organismos a agentes
toxicos ou situacdes de estresse (Van der Oost et al, 2003). Dentre os biomarcadores de
genotoxicidade estéd o teste de micronucleos (MNs). Os MNs podem ser definidos como
massas de cromatina que sdo originadas da extrusdo de fragmentos cromossdmicos ou
cromossomos inteiros durante a anafase na divisdo celular (Schmid, 1975; Al-sabti &
Metcalfe, 1995). O teste de MNs permite identificar eventuais aumentos na frequéncia
de mutacdo de células de organismos expostos a uma gama variada de agentes
genotoxicos (Flores & Yamaguchi, 2009). O teste apresenta vantagens de ser aplicado
como baixo custo, rapidez de analise para triagem de um grande numero de substancias,
e pode ser reproduzido em diferentes espécies e tecidos (Flores & Yamaguchi, 2009).

Outros biomarcadores com grande relevancia ambiental sdo os que avaliam
aspectos reprodutivos dos organismos. O impacto dos compostos xenobidticos em
parametros reprodutivos tem grande relevancia e merecem uma analise aprofundada,
uma vez que a diminui¢do da capacidade reprodutiva dos animais pode, a longo prazo,
ameacar a sobrevivéncia de espécies suscetiveis (Van der Oost, 2003). A capacidade
reprodutiva prejudicada pode ser representada por uma diminui¢do da aptidio ou da
fecundidade, diminuindo o ntimero de ciclos reprodutivos na vida de cada animal e/ou
diminuindo a sobrevivéncia da prole nos seus estagios iniciais (Kime, 1995; Van der

Oost, 2003). Como exemplo, temos os estudos realizados por Harayashiki et al. (2013),
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Lopes et al. (2014) e Sanchez et al. (2017) que avaliaram efeitos do glifosato e suas
formulacdes sobre a qualidade espermatica em peixes. Os estudos observaram redugdo da
funcionalidade mitocondrial o que interfere diretamente na motilidade espermatica, uma vez
que para haver motilidade intensa € necessario a alta produgdo de energia na células,
processo esse realizado pelas mitocondrias. Logo, uma alteragdo na funcionalidade
mitocondrial das células esperméaticas prejudica em maior instdncia o sucesso reprodutivo
(Lopes et al., 2014). Esse parametro ¢ um dentre diversos aspectos reprodutivos que podem
ser analisados como biomarcadores.

Em resumo, pelo nivel de informagdes que os biomarcadores podem transmitir,
eles sdo importantes ferramentas para monitorar, prevenir ou remediar os efeitos
prejudiciais de poluentes aos organismos, aos ecossistemas, servindo, inclusive, como
subsidio para processos de avaliagdao de risco ambiental.

A escolha do modelo biolégico no qual os biomarcadores sao
analisados/aplicados ¢ de fundamental importancia. De acordo com Beeby (2001) estes
modelos biologicos sao espécies sentinelas e podem ser classificados em: espécies
monitoras, indicadoras ¢ acumuladoras. As espécies monitoras tem como caracteristica
informar o impacto sofrido por uma diminui¢cao ou aumento da sua fungdo/desempenho.
As espécies indicadoras fornecem dados de poluicao pela sua presenga ou auséncia no
ambiente; e as acumuladoras concentram o contaminante em seus tecidos, indicando a
fracdo biodisponivel do composto no ecossistema. Diversas espécies de peixes sao
consideradas como sentinelas. Neste contexto, a espécie de peixe Poecilia vivipara vem
sendo proposta como modelo biologico para testes ecotoxicoldgicos com contaminantes
organicos e metalicos (INCT-TA, 2015). Ela também tem sido sugerida como espécie
biomonitora em programas de monitoramento de ambiente aquatico, mostrando
sensibilidade a diferentes tipos contaminantes e apresentando respostas claras frente a
polui¢do ambiental (Paulo et al., 2012).

P. vivipara ¢ uma espécie eurialina que pertence a familia Poeciliidae e ordem
Cyprinodontiformes e, ¢ comumente encontrado em pequenos lagos, rios € ecossistemas
lagunares do Brasil (Santos et al., 2011). Sua distribuicdo se dd ao longo da costa da
América do Sul, da Argentina a Venezuela (Ferreira et al., 2012) (Figura 1). Os
Poecilideos estdo presentes nos mais diversos habitats, desde zonas temperadas a
tropicais, e apresentam uma alta adaptabilidade e tolerancia a variagdes termais e de
salinidade (Meffe & Snelson Jr, 1989; Nascimento & Gurgel, 2000). A reprodugdo em

P. vivipara ocorre por viviparidade com gestacao intrafolicular. A espécie ¢ iteropara,

19


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1AVNE_enBR628BR630&es_sm=122&q=poecil%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0CBoQvwUoAGoVChMI_YnFwsOvxwIVTJ6ACh1BmwSx

com capacidade de reter o esperma de uma copula para futuras fecundagdes sucessivas e
assim nao necessita que as fémeas tenham novos encontros seguidos com os machos
para reproducao (Betito, 2006). Quanto a alimenta¢do, sdo peixes considerados onivoros
que alimentam-se, principalmente, de invertebrados de coluna d’adgua e sedimento,
detritos, algas e plantas, mas apresentam uma tendéncia a ingestdo de larvas de insetos
(Nascimento & Gurgel, 2000).

Pelas caracteristicas descritas acima, P. vivipara foi a espécie escolhida para este
estudo. Resultados gerados pelo uso desta espécie regional aproximam os resultados
laboratoriais da realidade local e possibilitam implicagdes diretas na preservagdo do

ambiente (Barbieri, 2004).

—4%~" NORTH
v ATLANTIC
OCEAN

|| - ri_"

L 44}; . | :; ﬂ &TH
| i‘ E ﬁ ATLANTIC
1 | i ! OCEAN L

I'W.l'ﬂ‘ N'W ﬂ""? W NH‘ oW AW W oW

Figura 1. Distribuicio de Poecilia vivipara (#) na Costa da América do Sul (Ferreira et al., 2012).

4. OBJETIVOS

Com base no exposto, o objetivo geral do trabalho foi determinar efeitos toxicos
do biocida clorotalonil presente em tintas anti-incrustantes, para a espécie de peixe

estuarino Poecilia vivipara, através de teste de letalidade e por meio de biomarcadores

moleculares.
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Neste contexto, os seguintes objetivos especificos foram propostos:
- Determinar a toxicidade aguda do clorotalonil sobre o peixe P. vivipara a partir de
testes de CLso (concentragdo letal mediana para 50% dos animais);
- Avaliar os efeitos do clorotalonil em P. vivipara expostas a concentragdes subletais (1
e 10 pg/L), sobre parametros fisiologicos, bioquimicos, hematoldgicos e reprodutivos,
este ultimo com enfoque na qualidade espermatica;
- Identificar os biomarcadores responsivos ao micropoluente clorotalonil e avaliar sua
aplicagdo para efeitos de monitoramento ambiental.
- Confirmar o uso do peixe P. vivipara como modelo bioldgico para biomonitoramento
de ambientes contaminados com clorotalonil ou com tintas que os contém na sua
formulacao.
- Trazer informagdes Uteis para os processos de regulamentacdo e avaliacdo de risco

ecoldgico com relagdo ao clorotalonil.

(Todos os objetivos descritos acima foram alcangados e estao contemplados no Capitulo

1 dessa dissertacao).
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6. CAPITULO 1

Toxicidade do biocida clorotalonil no peixe estuarino Poecilia vivipara

Toxicity of the biocide chlorothalonil on the estuarine guppy Poecilia vivipara
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Resumo

O clorotalonil ¢ um fungicida presente em tintas anti-incrustantes e em outras
formulagdes usadas na agricultura. E considerado toxico para organismos nido-alvo, mas
apesar disso, apenas poucos paises o regulamentam em seus critérios de qualidade de
agua (WQC). Para evidenciar os perigos da contaminagdo ambiental com clorotalonil e
subsidiar critérios para regulamentacdo do composto, o presente trabalho avaliou efeitos
toxicos do biocida para a espécie de peixe estuarino Poecilia vivipara, através de teste
de letalidade aguda (96 h) e por meio de biomarcadores bioquimicos, de qualidade
espermatica e hematologicos. A CLso calculada para P. vivipara foi de 40,8 pg/L de
clorotalonil, indicando-a como uma espécie de peixe moderadamente sensivel. Para
analise dos biomarcadores, os peixes foram expostos (96 h) a 1 e 10 pg/L de
clorotalonil. Observamos que o clorotalonil altera os niveis de pré e antioxidantes em
direcdo ao estresse oxidativo. Nas branquias detectamos efeito negativo sobre
capacidade antioxidante total (ACAP), enquanto no figado houve uma reduc¢do na
atividade da Glutationa S-transferase (GST). Mas em ambos os tecidos, nos niveis de
Glutationa (GSH) e da atividade da sua percursora Glutationa-cisteina-ligase (GCL)
aumentaram. No entanto, o dano oxidativo, representado pela lipoperoxidacao (LPO),
ocorreu significativamente apenas em nivel celular, em eritrocitos e células
espermaticas. As hemadécias também apresentaram aumento na fluidez de suas
membranas, dos niveis de espécies reativas de oxigénio e dano de DNA, sendo estes
mais elevados nos peixes expostos & 10 pg/L de clorotalonil. Nas células espermaticas,
a LPO foi acompanhada por queda na funcionalidade de membrana e funcionalidade
mitocondrial, além da reducao na motilidade. Com base nestes resultados, podemos
confirmar que o clorotalonil ¢ um composto toxico e que sua acdo pode promover
efeitos sistémicos e afetar processos como a respiragdo, metabolizagdo de xenobidticos,

além da fertilidade de P. vivipara, recomendada aqui como um bom biomonitor.

Palavras-chave: anti-incrustante, toxico, biomarcador, estresse oxidativo, eritrocitos,

qualidade espermatica.
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1. Introducao

O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) ¢ um organoclorado pertencente
ao grupo das isoflalonitrilas amplamente utilizado no controle de doengas fingicas em
cultivos agricolas, campo e plantacdes ornamentais (DeLorenzo e Fulton, 2012;
Lourengato et al., 2015). Além disso, esse biocida ¢ empregado na formulagao de tintas
usadas para evitar a incrusta¢do de organismos em cascos de embarcagdes, para reduzir
os custos com 0Oleo e as atividades de docagem (Almeida et al., 2007; Castro et al.,
2011; Dafforn et al., 2011; Godoi et al., 2003; Kotrikla, 2009; Thomas & Brooks,
2010).

Os clorotalonil é considerado um composto toxico, mas apesar disso, apenas
poucos paises o regulamentam em seus critérios de qualidade de agua (WQCs). O
Canada ¢ um deles, e estabelece regulamentacao especifica para o clorotalonil em
corpos d’agua doce (0,18 pg/L) e agua salgada (0,36 pg/L) (CCME, 1999). Nos Estados
Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental (USEPA) esté revisando os registros de
alguns pesticidas, incluindo o clorotalonil desde 2012 e, portanto, nao tem nada
estabelecido para este composto no momento (FR 18810, 2012 US). Na Inglaterra o uso
de clorotalonil foi revogado na composi¢do de tintas anti-incrustantes (Thomas &
Brooks, 2010), mas continua sendo permitido em lavouras agricolas, sendo que em agua
doce esta legislado em 0,035 e 1,2 pug/L para aplicagao em longo e curto periodo,
respectivamente (DEFRA, 2014). A China, por sua vez, aprova o uso do fungicida e nao
definir valores nem para dgua doce e nem para adgua salgada (CCPIA, 2013). No Brasil,
ndo ha regulamentagdo especifica para o clorotalonil, assim como na maioria dos paises
“em desenvolvimento” (CONAMA 357, 2005).

Em relagdo as suas concentragdes ambientais, o clorotalonil tem sido detectado
em corpos de agua doces e salgadas. No caso de dgua salgada, ele foi encontrado em
portos e marinas da Asia e Europa (costa do Reino Unido, Grécia e Coreia) em
concentragdes que variam de <0.001 a 1,38 pg/L (Voulvoulis et al., 2000; Sakkas et al.,
2006; Lee et al., 2011). Para dgua doce, Filizola et al. (2002) reportou concentragdes de
0,27 ng/L de clorotalonil em 4guas de corregos da cidade de Guaira em Sao Paulo/
Brasil; mas em 1987, foi registrado um dos casos mais preocupantes, quando
detectaram-se valores de 272,2 pug/L de clorotalonil em aguas subterraneas no Canadé

(Krawchuk & Webster, 1987). E importante levar em consideragio que o clorotalonil
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possui baixa solubilidade em agua (0.6 a 1.2 mg/L a 25°C) e que sua persisténcia no
meio aquatico também ¢ baixa. Em agua doce, a meia-vida do clorotalonil varia entre 4h
a 6 dias aproximadamente (Thomas & Brooks, 2010), porém em aguas salgada e salobra
o clorotalonil possui uma meia-vida inferior, sendo de aproximadamente 1, 9 dias
(Sakkas et al., 2002). Esta baixa persisténcia pode ser abreviada por processos de
biodegradagdo e fotodegradagdo na coluna d’agua (Caux et al., 1996; Konstantinou e
Albanis, 2004; Sakkas et al., 2006; Thomas & Brooks, 2010; Voulvoulis, 2006).

Quanto aos dados de toxicidade do clorotalonil para peixes, a USEPA reportou
em um documento publicado em 1999 valores de CLso (96 h) variando entre 23 a 84
ng/L (USEPA, 1999) para as espécies de peixes Pimephales promelas, truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss, bagre americano Ictalurus punctatus € Lepomis macrochirus. O
relatdrio também reporta que a exposi¢do aguda (96 h) ao biocida afeta o
desenvolvimento embrio-larval de P. promelas em concentragdes de 3 a 6,5 pug/L de
clorotalonil. Na mesma faixa de exposicao (4,4 ng/L), Davies et al. (1994) observaram
uma diminuig¢do significativa no numero de leucdcitos da espécie de peixe de agua doce
Pseudaphritis urvilli ap6s exposi¢do por 10 dias ao biocida, sugerindo que as células
sanguineas seriam alvo potencial de toxicidade do clorotalonil.

Um dos mecanismos classicos da toxicidade deste biocida ¢ a deplecao dos
niveis de Glutationa (GSH) pela oxidagdo irreversivel deste tripeptideo (Gallagher et al.,
1992). A GSH ¢ uma das principais linhas de defesa do organismo, ela pode ser
conjugada a xenobiodticos, reacdo catalisada pela enzima Glutationa S-transferase
(GST), afim de torna-los mais soluveis e facilitar sua elimina¢dao do organismo; ou pode
interagir diretamente com pro-oxidantes, neutralizando-os.

Diversos parametros bioldgicos como bioquimicos, hematoldgicos e
reprodutivos sao analisados em peixes para avaliar-se os efeitos de substancias toxicas
e, portanto, eles apresentam potencial uso como biomarcadores. Um dos biomarcadores
mais investigados sdo enzimas envolvidas na desintoxicagdo de xenobidticos e seus
metabolitos como enzimas de biotransformacao e antioxidantes (Van der Oost et al.,
2003). A utilizagao de peixes como organismos-modelo incluem a facilidade com que
teledsteos, especialmente pequenas espécies de aquario, podem ser mantidos em
laboratorio, e a sensibilidade com que respondem a presenca de poluentes. Assim, eles
sdo uteis para estimar a toxidade de produtos quimicos aos ecossistemas aquaticos (Van
der Oost et al., 2003). Neste contexto, nds usamos o peixe Poecilia vivipara (Ferreira et

al., 2012; Machado et al., 2013; INCT-TA, 2015). Trata-se de uma espécie eurialina,
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que apresenta alta adaptabilidade e tolerancia a variagdes de temperatura e salinidade
(Meffe & Snelson Jr, 1989), sendo encontrada em diversos ecossistemas lagunares
(Santos et al, 2011); além de apresentar ampla distribuicao ao longo da costa da
América do Sul (Ferreira et al., 2012).

Tendo em vista o exposto, o objetivo desde trabalho foi determinar a toxicidade
do clorotalonil através da analise de biomarcadores bioquimicos, hematologicos e
qualidade espermatica em Poecilia vivipara para estimar seus efeitos em organismos
nao-alvos, bem como, indicar potenciais biomarcadores para a presenga do
contaminante e, ainda trazer informagdes Uteis para processos de regulamentagao e

avaliacdo de risco ecoldgico com relacdo ao clorotalonil.

2. Material e Métodos

2.1 Poecilia vivipara

O ensaio de toxicidade para determinacdo da CL50 (concentragao letal mediada
para 50% dos individuos) foram feitos com P. vivipara adultos (peso de 0,45+ 0,03 ge
comprimento longitudinal de 3,14 + 0,07 cm), coletados num aqueduto que desemboca no
estuario da Lagoa dos Patos, na cidade de Rio Grande/RS, Brasil. O aqueduto foi
construido para recolher agua pluvial da cidade e destina-la ao estuario. Os animais
capturados foram trazidos para o Biotério Aquéatico do Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) em agua do local de coleta.
Esses peixes foram aclimatados por 15 dias em sistema com agua recirculante, equipado
com filtro bioldgico, na salinidade 15 ppt (mistura de d4gua da torneira declorada com
agua salgada natural). O fotoperiodo foi de 12C:12E e a temperatura média de 20°C.

Para as andlises de biomarcadores, foram usados animais adultos (peso de 0,23 +
0,01 g e comprimento longitudinal de 2,25 = 0,03 cm) nascidos e crescidos em cativeiro
localizado no Biotério Aquatico do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os animais foram cultivados em sistema
de cultivo equipado com filtro bioldgico, sistema skinner para a retirada de gordura da
agua, filtro de esterilizacao com aplicacdo de raios ultravioletas, 4gua em fluxo
continuo, temperatura de 20°C controlada com termostato, fotoperiodo de 12C:12E e
salinidade de 15 ppt.

Nos tanques de aclimatagao ou sistema de cultivo, os animais eram alimentados

duas vezes ao dia ad libitum com ragao comercial para peixes (47,5% de proteina, 6,5%
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de extrato etéreo, 2% de fibra e 1% de mineral, Tetra Colorbits Granules, TETRA®) até
um dia antes dos experimentos, independente se capturados no ambiente ou nascidos em
cativeiro. Em todas as condi¢gdes manteve-se a propor¢ao de 1 g de peixe / L de agua.
Os parametros de qualidade da agua foram mensurados diariamente nos meios de
aclimatacdo e cultivo, bem como nos meios experimentais e os valores médio foram os
seguintes: pH 7,89 + 0,02, amoénia 0,19 =+ 0,06 ppm, nitrito 0,13 £+ 0,07ppm, oxigénio
dissolvido 8 + 0,2 mg/L, temperatura 19,95 = 0,75 ° C e salinidade 15 ppt.

2.2 Clorotalonil
O clorotalonil (99,3% de pureza) testado neste trabalho foi o quimico na sua

forma pura (Sigma, Brasil), dissolvido em acetona (99,5% de pureza).

2.2.1 Teste de toxicidade

Os animais provenientes da captura no campo e aclimatados em laboratério
foram expostos (96 h) as seguintes concentragdes de clorotalonil: 20, 40, 80, 160 e 320
ng/L. Foi preparada uma solucao trabalho para cada concentragdo de exposi¢do a fim de
manter a concentracao final de acetona no meio em 0,01 %. As concentracdes de
exposi¢ao foram escolhidas com base em testes de toxicidade ja realizados com outros
organismos (Davies & White, 1985; Mayer, 1987; Ernst et al., 1991; Davies et al.,
1994.). Os procedimentos do teste foram feitos de acordo com o guia da OECD 203
para testes de toxicidade aguda de produtos quimicos em peixes. O teste contou com um
controle negativo sem adi¢@o de clorotalonil ou de acetona e um controle veiculo com
apenas acetona adicionada na mesma propor¢ao dos tratamentos (acetona 0,01%). O
numero amostral foi de 7 individuos/tratamento e manteve-se a propor¢ao de 1g de
peixe para 1L d’agua. Os peixes foram mantidos em jejum durante o teste e o meio foi
renovado a cada 24 h. O experimento foi realizado em triplicata. Ao longo do teste, os
peixes que ndo apresentaram movimentos operculares e estiveram insensiveis a
estimulos tateis foram considerados como mortos e retirados do aquario. Esta
observacao foi feita diariamente no periodo das 96 h de experimento. Ao final do teste
foi registrado o niimero de individuos mortos em cada tratamento por triplicata e estes

valores foram usados para o calculo da CLso (ver item andlise dos dados).

2.2.2. Ensaios subletais

33



Foram executados dois ensaios para avaliagdo dos efeitos subletais do
clorotalonil. Ambos os ensaios foram executados da mesma forma e com P. vivipara
adultos provenientes do plantel de cultivo. No primeiro teste analisou-se a consumo de
oxigénio e a concentra¢do do biocida nos peixes. No segundo, foram analisados
biomarcadores de estresse oxidativo, condi¢cdes hematologicas e qualidade espermatica.

Os animais foram expostos por 96 h a duas concentragdes subletais de
clorotalonil: 1 e 10 pug/L. Um controle do veiculo foi mantido ao longo do teste. Em
todos os tratamentos a concentragdo de acetona foi mantida em 0,002% e, portanto, uma
solugdo-trabalho foi feita para cada concentragdo de exposi¢ao. O meio foi renovado a
cada 24 h e uma aliquota (50 mL) foi coleta 0 ¢ 24 horas ap6s o inicio do teste para
determinagdo de clorotalonil. Os parametros fisico-quimicos mensurados no decorrer do
teste estdo descritos no item 2.1.

No primeiro experimento, ao final das 96 h de exposi¢ao, frascos de vidro foram
preenchidos até a boca com 4gua do meio experimental dos aquarios onde os animais
estavam, o oxigénio inicial foi medido, os organismos transferidos individualmente
(n=12, 6 machos e 6 fémeas) para os frascos, e estes foram fechados hermeticamente de
modo a ndo ficar nenhuma bolha de ar. Apos 30 min foi feita a medida da concentracao
final de oxigénio no frasco (consumo em 30 min). Ao fim do experimento os animais
foram eutanasiados (benzocaina 500 pg/L, Sigma), seus pesos registrados e eles foram
congelados (- 80° C) para posterior analise da concentragdo corporal de clorotalonil. As
analises de oxigé€nio foram feitas com oximetro ((Digimed, modelo DM-4P, Sao
Paulo/Brasil). O consumo de oxigénio foi expresso em mg O»/ml/g de peso do
animal/hora. Ao final do teste, os animais foram eutanasiados e congelados a — 80° C
para posterior analises de contetido corporal de clorotalonil.

No segundo experimento, 36 animais foram expostos em cada tratamento, na
proporgio de 2 fémeas: 1 macho por tratamento. E necessério a manutengdo de machos
e fémeas juntos para que haja o estimulo reprodutivo nos machos, pois para realiza¢ao
de analises reprodutivas com os espermatozoides ¢ importante que eles estejam ativos.
Ao fim do experimento os animais foram anestesiados em benzocaina (200 mg/L,
Sigma) para coleta de sangue (24 animais) e retirada das gonadas (12 machos). O
sangue foi coletado por punc¢do da veia caudal com agulha de insulina e foi utilizado
heparina como anticoagulante, com o sangue coletado foram preparados esfregacos
sanguineos para analise de microntucleo e, apos, a seringa foi lavada em soro fetal

bovino. O soro contendo o sangue foi destinado para analise dos parametros
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hematologicos expressos tais como: intensidade da fluidez de membrana, fluidez de
membrana, fragmentagao de DNA, peroxidagao lipidica, espécies reativas de oxigénio
(ver Tabela 1). As gbnadas coletadas foram utilizadas para as seguintes analises de
qualidade espermatica: integridade celular, funcionalidade de membrana, fluidez de
membrana, espécies reativas de oxigénio, peroxidacao lipidica, fragmentagdo de DNA,
funcionalidade mitocondrial, e os aspectos de cinética espermdtica: motilidade total (%)
e motilidade progressiva (%). Apds a coleta de sangue e retirada das gonadas, os
animais foram eutanasiados com dose letal do mesmo anestésico (500 mg/L) (Tabela 2).
Dos animais eutanasiados, foram dissecados cérebro, figado e branquias que foram
estocados a -80° C para posterior analises dos biomarcadores bioquimicos de estresse
oxidativo. Como biomarcadores de exposi¢ao foram analisados a quantidade de espécie
reativas de oxigénio (EROs), capacidade antioxidante total (ACAP), contetido de GSH,
atividade das enzimas glutamato cisteina ligase (GCL) e glutationa s-transferase (GST).
Além disso, foi medida a lipoperoxidacdo (LPO) considerada como um biomarcador de
efeito. Apenas a LPO foi analisada nos 3 tecidos (6 pools de 2 animais para figado e
branquias e 4 pools de 3 animais para cérebro, totalizando 12 animais por tratamento,
sendo eles machos e fémeas amostrados randomicamente); as demais medidas foram
feitas em figados e branquias (6 pools de 4 animais por tratamento, totalizando 24
animais e sendo machos e fémeas amostrados randomicamente). Todos os
procedimentos descritos acima foram executados mediante prévia aprovagao pela

Comissdo de Etica em uso Animal — CEUA /FURG (Pq035/2015).

2.3 Procedimentos analiticos

2.3.1. Analises hematologicas

Uma gota do sangue coletado foi utilizada para confeccdo de esfregaco
sanguineo para o teste de micronticleo (MN), que expressa dano de DNA, e a seringa foi
lavada em 500 pL de soro fetal bovino (FBS). O sangue lavado no soro foi submetido as
analises hematologicas descritas acima pelo método de citometria de fluxo. Os
esfregacos para MN sanguineos foram feitos da seguinte forma: foram preparados dois
esfregagos sanguineos por animal em laminas limpas, logo apos, os esfregagos foram
lavados com metanol (99,8% de pureza) durante 10 min para fixacdo e, em seguida,
foram corados com Giemsa filtrado e diluido (10% v/v) que embebeu as laminas

durante 30 minutos. Por fim, as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas em
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temperatura ambiente para secagem (descrito em Josende et al., 2014). A observacao
dos MN:ss foi feita em microscopio Optico com aumento de 1000 x e contou-se um total
de 1000 eritrocitos por lamina. A andlise de micronucleos foi feita de acordo os itens
descritos por Lemos et al. (2007).

Os parametros hematoldgicos foram avaliados em citometro de fluxo (Attune
Acoustic Focusing® - Life Technologies) equipado com laser azul (Argonio 488 nm) e
laser violeta (UV 405 nm). As analises foram realizadas pelo software versao 2.1 (Life
Technologies). Para a detec¢@o de todas as avaliagdes foi utilizado laser violeta de 405
nm (450/40, VL-1). As populacdes de células sanguineas foram coradas com Hoechst
33342 na concentracdo de 16.2 mM, exceto na avaliacdo da fragmentacdo de DNA que
nao se utilizou (Martinez-Alborcia et al., 2012). Os detritos celulares foram descartados
por graficos de dispersdao FSC x SSC e Hoechst 33342 negativo. Para a leitura de todos
os parametros, as células coradas com fluor6foros foram adicionada em PBS livre de
calcio e Magnésio (80g de NacCl, 11,5g de KCI, 24g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4 em
1L 4gua deionizada) usando um total de 20.000 células eritrocitarias por analise.

Para avaliacdo da fluidez de membrana foi utilizado 2,7 uM de corante
merocianina hidrofébico 540 (M540) e 0,1 uM de YO PRO-1 (Invitrogen - Eugene,
OR, EUA) em 10 pL de amostra descongelada por 5 min. Foram avaliadas células de
alta fluidez (alta concentragao de M540) e baixa fluidez (baixa concentragao de M540)
apenas para as células integras (YO-PRO negativo) (Fernandez-Gago et al., 2013). A
taxa de fluidez de membrana foi calculada através do nimero de células com baixa
fluidez/ (nimero de espermatozoides com baixa fluidez + espermatozoides com alta
fluidez) *100. Para avaliacao da integridade de DNA foi preparado 10 ul de amostra
diluida em 5 pl de TNE (0.01 M Tris-HCI; 0.15 M NacCl; 0.001 M EDTA; pH 7,2) e 10
ul de triton 1X (Triton X-100, 1%) (v / v), por final foi adicionado corante laranja de
acridina, com intervalos de 30 s entre a adi¢do dos reagentes e nao ultrapassando o
tempo de 2 minutos para realizacdo da leitura em temperatura ambiente (22 °C). As
laminas que apresentavam coloragdo verde, tinham DNA integro, as laminas que
apresentavam coloragao vermelha ou laranja tinham o DNA desnaturado (Jenkins et al.,
2015). A taxa da integridade do DNA foi determinada pela proporgao de células que
emitiram fluorescéncia verde em relacdo ao nimero total de células espermaticas
analisadas (fluorescéncia verde, vermelha e laranja). A analise de peroxidacao lipidica
nas células foi avaliada utilizando a concentragao final de 1 uM Bodipy C11 (Hagedorn

etl., 2012) em 10 uL de amostra, e incubados por 2 horas a temperatura ambiente (20
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°C). A taxa de lipidios peroxidados foi calculada através da intensidade da mediana de
fluorescéncia verde (lipidio peroxidado)/ (intensidade mediana de fluorescéncia verde +
intensidade mediana de fluorescéncia vermelha (lipidio ndo peroxidado)) *100. Para a
quantificacdo de EROs nas células eritrocitarias foi utilizado 10 pL de amostra em 2
uM de HDCFDA e 5 uM de IP, as células foram encubadas por 30 min em temperatura
ambiente (22 °C). As EROs foram estimadas pela mediana da intensidade de

fluorescéncia emitida.

2.3.2 Parametros de qualidade espermatica

As gonadas de machos foram dissecadas e imediatamente transferidas para tubos
conicos de 1,5 ml contendo 100 ul de solugao salina de HBSS (Carneiro et al., 2012).
Os tubos foram sacudidos para liberagdo dos spermatozeugmatas e o esperma foi
liberado com a utilizagdo de uma pipeta de 10 ul (Sun et al., 2010). A suspensao do
esperma foi utilizada para as analises que se seguem. Para a cinética espermatica os
espermatozoides coletados foram ativados com 1 pl de amostra e 4 ul de solugao
NaHCOs. A preparagao foi colocada em lamina de vidro para leitura em microscopio
conectado ao dispositivo Computer Assisted Sémen Analysis (CASA) (Dziewulska et
al., 2011). Foram capturados 10 campos tendo ao final no minimo 1000 células apds 10
segundos de ativagdo. Os pardmetros avaliados foram motilidade total (%) e motilidade
progressiva (%) (Sorensen, 1979).

Os diagnosticos de qualidade espermatica foram realizadas por citometria de
fluxo e os procedimentos metodologicos para as andlises de fluidez de membrana,
integridade de DNA e peroxidacdo lipidica seguiram os mesmo procedimentos da
analise feitas nas c€lulas sanguineas (item 2.3.2). As demais analises seguem abaixo.

Para a quantificacdo de EROs foi utilizado 1 uM de H.DCFDA gerando
fluorescéncia na presenga de EROs e 7,5 uM de IP, para observar apenas
espermatozoides vivos (IP negativo). As EROs foram estimadas pela mediana da
intensidade de fluorescéncia emitida (Silva et al., 2017). A funcionalidade de membrana
analisada foi verificada por meio de fluor6foros Sybr14 e iodeto de propidio (IP)
(Minitube, Tiefenbach, Germany). A aliquota do s€émen descongelado foi incubada por
5 min numa sonda fluorescente contendo 0,25 uM de Sybr14 e 7,5 uM IP conforme
instrucdes do fabricante - Minitube. Os espermatozoides foram classificados como ndo
lesados e com membrana funcional (Sybr + / IP-) e lesados e/ou com membrana nao

funcional (Sybr + / IP +; Sybr-/ IP +; Sybr- / IP-) (Figueroa et al., 2015). A
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funcionalidade mitocondrial foi analisada com base na metodologia proposta por Liu et
al. (2015). Foi adicionado 100 pL do corante Rodamina 123 (Rh 123) em 10 uL de
amostra e foi incubada durante 10 minutos a 20 °C. A seguir foi adicionado 5 uL de
iodeto de propidio (PI) e a amostra foi incubada novamente por 10 min antes da analise.
Logo apos, as laminas foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia num
aumento de 400x. As células que apresentaram acumulo de Rh 123 (fluorescéncia
verde) foram classificadas com alta funcionalidade mitocondrial, células que nao
apresentaram acumulo de Rh 123 (sem fluorescéncia) foram classificadas com baixa
funcionalidade mitocondrial. O indice de funcionalidade mitocondrial foi calculado pela
taxa de espermatozoides com alta funcionalidade mitocondrial em relagdo ao nimero
total de espermatozoides viaveis analisados. A integridade celular foi avaliada através
dos fluoréforos com Anexina V-FITC conjugado (fluoresceina) e iodeto de propidio
(IP). Para este ensaio, 10 pL. de amostras foram coradas com de Anexina-V com FITC
(50 ug / ml) e com 7,5 uM de lodeto de propideo durante 5 minutos (Beirdo et al.,
2009). Os espermatozoides foram classificados como apoptético (Anexina + / IP-)
verdes; integro (Anexina - / IP-) células ndo coradas; rompidos (Anexina + / IP +) verde
e vermelho e (Anexina - / [P +) vermelho. A taxa de apoptose foi calculada como
percentagem de apoptoticos (verdes) / (integros (ndo corados) + rompidos (verde e

vermelho; vermelho) + apoptoticos (verdes)) *100.

2.3.3 Analises bioquimicas

As amostras de figado e branquias foram descongeladas a frio e homogeneizadas
manualmente (9:1 peso/volume) no tampao de homogeneizagao para dosagem de GCL
(Gallagher et al., 1992): Tris-HCI (100mM), EDTA (2mM) e Mg2+ (5 mM) com pH
ajustado em 7,75. Ap0s, as amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 20 min a 4°C), o
pellet descartado e com sobrenadante foram feitas as analises que se seguem. A
quantificacdo de EROs foi realizada com base na metodologia proposta por Viarengo et
al. (1999). Aos sobrenadantes das amostras homogeneizadas foi adicionado um tampao
de rea¢ao (HEPES 30 mM, KCI 200 mM e MgCl, 1 mM) e H,DCFDA (Invitrogen) que
fica fluorescente na presenca de EROs. Os comprimentos de onda gerados pela
fluorescéncia sao de 485 nm excitacdo e 520 nm de emissdo e foram analisados em
Fluorimetro (VICTOR?™ Multilabel Counter model 1420-051. Turku, Finlandia). A
ACAP foi medida com base na metodologia proposta por Amado et al. (2009), através

da deteccdo fluorimétrica de EROs. Adicionou-se em microplacas, juntamente com as
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amostras um gerador de radicais, o peroxil, 2,2'-azobis (2-methylpropionamidine)
dicloridrato (ABAP, 4 mM). Num fluorimetro, as amostras foram incubadas a 35° C,
temperatura em que o ABAP ¢ decomposto e a ACAP ¢ estimada por fluorimetria
(excitagdo: 485 nm; emissdo: 520 nm) através da diferenca entre a area gerada pelas
EROs com e sem ABAP, relativa a fluorescéncia registrada sem ABAP. A concentragdo
de glutationa reduzida (GSH) e atividade da glutamato cisteina ligase (GCL) foram
medidas seguindo metodologia proposta por White et al. (2003). As amostras foram
incubadas num tampao de reagdo de GCL (Tris 400 mM, ATP 40 mM, 4cido L-
glutdmico 20 mM, EDTA 2,0 mM, borato de s6dio 20 mM, serina 2 mM, MgCI2 40
mM) na presenca ¢ auséncia de cisteina. Para a leitura das amostras foi adicionado as
placas uma solug¢do de NDA (2,3 naftalenedicarboxialdeido) que reage com GSH
formando y-Glu-Cys, sendo possivel medir a atividade de GCL. A concentragao de
GSH ¢ medida pelos seus niveis basais. A cor das amostras foi mensurada em
Fluorimetro (VICTOR?*™ Multilabel Counter model 1420-051. Turku, Finlandia). A
atividade da GST foi determinada pela conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com o
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), utilizado como substrato, e seguindo demais
procedimentos descritos por Keen et al. (1976). As medidas de EROs, ACAP, GSH,
GCL e GST foram relativizadas pela quantidade de proteina contida no sobrenadante,
que foi determinada pelo método do biureto (kit comercial, Doles, Goiania/Brasil).

A metodologia para determinagdo de lipoperoxidagao (LPO) consistiu no teste
de T-BARS, proposto por Oakes e Van der Kraak (2003), que quantifica o estresse
oxidativo através do malondialdeido (MDA), composto resultante da degradacao de
lipidios causado por ERO. Este composto (MDA) reage com o acido tiobarbitarico
(TBA) e quando em temperatura alta gera um cromégeno que pode ser medido por
espectrofluorimetria. Os resultados foram normalizados pelo peso umido (mg) dos

tecidos (cérebro, figado e branquias).

2.3.4 Quantificacio de clorotalonil

O clorotalonil foi analisado nos peixes e nas aguas experimentais. Nos peixes foi
usado o método de VA-MSPD para extragdao do clorotalonil e em seguida sua
quantificagdo por sistema GC-ECD (cromatografia de fase gasosa - detector de captura
de elétrons). As condi¢des fixadas para extracdo dos compostos foram 0,2 g de amostra,
2,0 gde C18, 0,2 g de NaxSOs, 5 mL de acetato de etila acidificado com 35 mmol/L de

acido acético, 5 minutos na etapa de homogeneizacao e 9 minutos de agitagdo em
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vortex. Posteriormente, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 10179 x g e
uma aliquota foi retirada para analise. As condi¢des cromatograficas (sistema GC-ECD)
para a quantificagdo de clorotalonil, foram baseadas no estudo de Sakkas et al. (2002),
sendo elas: 300 °C para temperatura do detector, corrente de 1,5 nA, temperatura de
inje¢do 250 °C, vazio da coluna Restek Rtx®-1 (100% dimetilpolissiloxano) 30 m, 0,25
mm d.i., 0,25 pm (tamanho de particula), 1,5 mL/min, gés de arraste H2 e fonte de
radiagao 63 Ni. O programa de aquecimento do forno foi de 80 °C (3 min), seguido de
um aumento para 290 °C (13 min) com uma taxa de 21 °C/min, totalizando 16 minutos
de tempo total de analise.

As amostras de clorotalonil nos meios experimentais foram analisadas pelo
mesmo sistema GC-ECD (Perkin Elmer, modelo Clarus 500). Uma amostra de 40 mL
de agua foi extraida pelo método de Extragdao de Fase Solida (EFS) utilizando cartuchos
C18 previamente ativados com 4 mL de acetato de etila e 4 mL de dgua ultrapura.
Durante a extragio foi mantido o fluxo de 1 mL min™!. Apos a passagem de toda
amostra pelos cartuchos, os mesmos foram secos com auxilio da bomba de vacuo por
um 1 hora e congelados até o dia da analise. Para quantificar os analitos, os cartuchos
foram eluidos com 2 aliquotas de 2 mL de acetato de etila. Os eluatos foram
concentrados a 200 pL sob fluxo suave de nitrogénio, sendo aferidos a 1 mL com
acetato de etila. No extrato final foi adicionado 10 ng.mL" de PCB30 como padrio
interno na analise por GC-ECD. Na sequéncia, os extratos foram analisados no GC-
ECD (Perkin Elmer modelo Clarus 500), equipado com um amostrador automatico,
injetor Split/Splitless. A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 2
minutos a 80 °C e posteriormente elevada a 320 °C a taxa de 15 °C /min (por 5
minutos). A quantificagdo foi feita através de uma curva de calibragdo em solvente
utilizando dilui¢des sucessivas de uma solucao estoque (100 ng/mL) preparada com
clorotalonil (99,3 %) em acetato de etila. O limite de quantificagdo (10x o sinal ruido do

equipamento) foi 0.1 pg/L (Harino et al., 2005; Martinez & Barcelo, 2001).

2.4 Analise dos dados

A concentragdo letal mediana para 50 % dos animais (CLso) foi calculada pelo
Programa Trimmed-Speraman-Karber. Todos os outros resultados foram expressos

como media + erro padrao e submetidos a uma analise de variancia de um fator
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(ANOVA) seguido do teste a posteriori de Tukey, com nivel de significancia estatistica
superior a 95% (a = 0,05). Os pressupostos da ANOVA (normalidade e
homocedasticidade) foram previamente checados. Para a analise da normalidade, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, a analise de variancia foi realizada com
subsequente comparagao entre as médias através do teste Diferenga Menos Significativa

(LSD).

3. Resultados

O valor de CLso calculado a partir do teste de letalidade foi de 40,8 pg/L de
clorotalonil (37,56 — 44,32 ng/L, limite superior e inferior para toxicidade,
respectivamente). Nao houve mortalidade nos controles. Com base nesse teste foram
escolhidas duas concentragdes subletais: 1 e 10 pg/L de clorotalonil para andlise de
biomarcadores.

O método aplicado para as anélises de clorotalonil na 4gua foi eficiente e
confirmou a presen¢a do biocida no meio e nas concentragcoes desejadas. Os valores
medidos foram: 1,12 + 0,15 pg/L em 0 h e 0,33 £ 0,02 pg/L em 24 h de experimento
para a concentracdo nominal de 1 pg/L; e 10,55+ 1,17 em O h e 0,56 = 0,07 pg/L em 24
h para a concentragdo nominal de 10 pg/L de clorotalonil. Os valores para o controle
veiculo (com apenas acetona 0.002%) ficaram abaixo do limite minimo de detec¢@o do
método (<LOQ). Estes dados admitem a baixa meia-vida do clorotalonil em agua
salobra, a qual pode ter sido encurtada pela presenga de luz (fotoperiodo 12C:12E) e
talvez de bactérias presentes no meio, pois este foi feito misturando-se agua da torneira
declorada e agua salgada natural.

Os cromatogramas apresentados na Figura 1, nos mostram que a metodologia
escolhida para medir clorotalonil na matriz peixe foi eficaz (Figura 1A), no entanto, o
procedimento ainda necessita de refino para ficar mais apurado; pois, apesar de
conseguimos detectar a presenca do clorotalonil em P. vivipara, sua concentracao ficou
abaixo do LOQ que ¢ de 125 ng/g de tecido umido (Figura 1B). De qualquer forma,
indicamos aqui que os animais foram capazes de incorporar o composto ao longo do
periodo de exposicao.

Com relacao a analise de biomarcadores, iniciamos falando do consumo de
oxigénio total do animal. Nao foi observado um efeito do clorotalonil nas concentragdes

testadas de 1 pg/L (0,0252 £+ 0,0124 mg O consumido/mL/g/h) e 10 pg/L (0,0250 +
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0,00745 mg O> consumido/mL/g/h), nem entre si € nem em relagdo aos animais do
grupo controle (0,0222 £+ 0,0064 mg O> consumido/mL/g/h). Por outro lado, os
parametros oxidativos apresentados na Figura 2, mostram nitidamente um efeito do
clorotalonil mais pronunciado nas branquias do que no figado. Para a quantificacao de
EROs, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos em ambos os tecidos (Figura
2A), mas a capacidade antioxidante total € significativamente afetada nas branquias dos
animais expostos ao biocida (Figura 2B).

A concentragdo de GSH, por sua vez, teve um aumento significativo no figado e
branquias de peixes expostos ao tratamento com clorotalonil a 10 pg/L (Figura 3A). A
atividade de GCL também aumentou com a presenca de clorotalonil em perfil
semelhante ao da GSH (Figura 3B). Por outro lado, a atividade da enzima GST reduziu
significativamente no figado em ambas as concentracoes de exposicao (Figura 4),
enquanto que nas branquias houve um aumento significativo na atividade da enzima na
concentragdo 10 ug/L de clorotalonil (Figura 4). Para dano oxidativo, os 6rgaos
analisados foram figado, branquias e cérebro e ndo foi observada LPO nas condigdes
experimentais usadas (Figura 5).

A Tabela 1 apresenta os resultados das analises hematoldgicas. A fluidez de
membrana dos eritrocitos apresentou aumento significativo no tratamento de 10 nug/L de
clorotalonil e 0 mesmo padrio ocorreu para a intensidade de fluidez das células. Nesta
mesma concentracdo de exposicao, houve um aumento significativo de EROs nas
hemacias; enquanto que a LPO foi detectada em ambos os tratamentos com clorotalonil.
Um aumento significativo de MN também foi observado para as 2 concentragdes do
biocida testadas aqui (1 e 10 pg/L).

Na Tabela 2 temos os resultados das analises feitas nas células espermaticas. A
integridade celular e funcionalidade da membrana tiveram uma redugao estatisticamente
significante na maior concentragdo de exposicao (10 ug/L de clorotalonil). Houve um
aumento significativo de EROs nas células espermaticas expostas a 10 pug/L de
clorotalonil. Ambas exposigdes ao clorotalonil (1 e 10 pg/L) causaram LPO e redugao
da funcionalidade mitocondrial. Em relacdo a cinética espermatica, os parametros de
motilidade total e motilidade progressiva também tiveram uma reducao significativa em

ambos os tratamentos (1 pg/L e 10 pg/L de clorotalonil).

4. Discussao
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No presente estudo a toxicidade do clorotalonil para o peixe P. vivipara foi
determinada por meio de teste de toxicidade classico (CLso) e através da analise de
marcadores bioldgicos. O uso de biomarcadores como ferramentas para detectar efeitos
de agentes toxicos tem tido um crescente uso nas ultimas décadas, pelo fato de
anteciparem respostas com maior relevancia ecologica como, por exemplo, atraso no
desenvolvimento, déficit reprodutivo e mortalidade, situagdes estas mais dificeis de
reverter. Ainda, através dos biomarcadores podemos saber se concentragdes
“aparentemente’ ndo toxicas ou regulamentadas ndo estdo realmente provocando
toxicidade. De qualquer forma, os efeitos bioldgicos ocorrem apos o contato e absorgao
dos xenobidticos pelos organismos. Neste sentido, apesar de ndo termos conseguido
quantificar o clorotalonil nos peixes, nés conseguimos detectar o composto, indicando
que ele foi absorvido e acumulado em algum grau pelos individuos, o que
possivelmente provocou os efeitos toxicos relatados aqui. Outra questao importante
deste estudo ¢ que pela primeira vez as metodologias empregadas nas anélises
sanguineas e dosagem de clorotalonil no peixe e no meio sdo descritas para as condi¢oes
experimentais e modelo biologico escolhidos.

No que diz respeito a CLso, o valor de 40,8 pg/L de clorotalonil calculado para
P. vivipara pode ser considerado como semelhante aqueles disponiveis para outras
espécies de peixes, os quais variam de 23 a 84 pug/L de clorotalonil (Davies & White,
1985; Ernst et al., 1991; USEPA, 1999). Para invertebrados aquaticos, os resultados de
toxicidade do clorotalonil s3o mais variados. A CLso (96 h) para as espécies de
crustaceos Paratya australiensis e Astacopsis gouldi (fase larval) é de 16 e 12 pg/L de
clorotalonil, respectivamente (Davies et al., 1994). Para Daphnia magna, foram
reportados valores de CLso (48 h) variando entre 130 e 200 pg/L de clorotalonil, e para
o mexilhao Mytilus edulis e o bivalve Mya arenaria, ambos adultos, as CLso (96 h)
apresentadas foram de 5,94 e 35 mg/L de clorotalonil, respectivamente (Ernst et al.,
1991). Com base nestes dados, podemos inferir que a P. vivipara ¢ moderadamente
sensivel ao biocida e que na fase adulta, os moluscos sao mais tolerantes dos que os
peixes, possivelmente, por terem alta capacidade de bioacumulacdao de compostos
quimicos em seus tecidos.

Com relacdo a exposicao aguda dos peixes a niveis subletais de clorotalonil (1 e
10 pg/L), a Figura 2 confronta duas andlises bem gerais, as quantificagdoes de EROs e a
capacidade antioxidante total. Ao mesmo tempo que o clorotalonil mostrou tendéncia de

aumento em EROs nas branquias (ndo significativo) ele reduz significativamente sua
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capacidade antioxidante total, indicando, em tltima andlise uma situagdo de estresse
oxidativo decorrente de um desbalango entre pro6 e antioxidantes. Ja para o figado, o
clorotalonil ndo provoca alteracao nestes parametros. Os processos de toxicidade no
figado e nas branquias podem ocorrer de maneiras distintas dada suas morfologias e
funcdes. Em peixes, as branquias sdo responsaveis pelas trocas gasosas € processos iono
e osmorregulatorios, estdo em contato direto com o meio externo e possuem uma alta
superficie de absor¢ado, logo, o contaminante dissolvido na agua ¢ absorvido pelo 6rgao.
A chegada de um xenobidtico no figado, geralmente, ocorre via dieta (ingestao de
comida ou 4gua), onde o contaminante absorvido no intestino chega ao figado pela
circulacdo sanguinea. O figado € principal 6rgao de detoxificagdo de peixes,
responsavel por metabolizar xenobidticos para sua excregao.

Por serem 6rgdos-alvos das mais diversas substancias dissolvidas no meio, as
branquias e o figado contam com um sistema protetor altamente sensivel. Neste sentido,
analisamos as concentragdes de GSH e atividades da GCL e GST, apds exposi¢ao dos
peixes ao biocida. A GSH e GCL estdo intimamente relacionadas uma vez que a GCL
catalisa reacao percursora da sintese de GSH. O GSH, por sua vez, age como doador de
protons facilitando assim a remogao de EROs. Logo, o aumento na atividade de GCL
implica numa maior concentracdo de GSH nos tecidos em busca do combate a pro-
oxidantes. Além disso, o0 GSH atua como cofator para a GST na metabolizacdo de
xenobioticos, afim de torna-los mais soluveis. A GST nao apenas catalisa as reacoes de
conjugacdo com o GSH, mas também reage com produtos da peroxidagao lipidica,
neutralizando-os. Nossos resultados mostram um aumento nas concentragoes de GCL e
GSH em ambos os tecidos figado e branquias apds exposi¢cdo dos peixes a 10 pg/L de
clorotalonil (Figura 3). Estes dados nos informam que o sistema antioxidante esta
ativado e que a GSH esta atuando na detoxificagdo do xenobidtico. O mesmo padrdo de
resposta foi observado por Gallagher & Di Giulio (1992). Os autores reportam um
aumento das concentracdes de GSH no figado, rim posterior e branquias do bagre
americano Ictalurus punctatus em 72 h de exposicao a 13 pg/L de clorotalonil, e um
aumento nao concomitante nas concentragoes de GSH, de cisteina e na atividade da
GCL em figado e branquias do mesmo peixe exposto a 42 ug/L do biocida. No caso, a
concentragdo de 42 ng/L de clorotalonil € subletal para a espécie 1. punctatus (CLso 52
ng/L de clorotalonil) (Gallagher & Di Giulio, 1992).

Em um dos seus trabalhos, Gallagher et al. (1992) ainda reporta que a GSH ¢ um

peptideo-alvo do clorotalonil, uma vez que ele provoca sua oxidagao e posterior
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inativacdo, ja que nao hé recuperagdo da Glutationa Oxidada (GSSG) para Glutationa
Reduzida (GSH), que ¢ a forma capaz de interagir com EROs e outros xenobidticos.
Sendo assim, podemos supor que a exposi¢do ao clorotalonil (10 pg/L) induz um
aumento na atividade de GCL e dos niveis de GSH com o intuito de detoxificacao do
composto e inativacdo das EROs, mas de fato o processo pode ser prejudicado, devido a
oxidagao irreversivel da molécula de GSH. Em relagao GST, o clorotalonil induz de
alguma forma uma inibi¢do da sua atividade no figado e aumento nas branquias (Figura
4). Estudos conduzidos por Davies (1985) mostraram um aumento na atividade de GST
nos figados dos peixes Salmo gairdneri, Galaxias maculatus e Galaxias truttaceus com
simultaneo acumulo na concentracdo de GSH na bile destes animais, apds exposi¢ao
aguda ao clorotalonil (3 a 10 pg/L). Em outro estudo Davies et al. (1994) observaram
aumento na atividade de GST no figado da truta arco-iris O. mykiss a partir da
exposi¢ao a 0,8 pg/L de clorotalonil, enquanto o GSH teve aumento da sua
concentra¢do no figado seguindo exposi¢do (10 dias) a 1,4 pg/L. do composto. Um
efeito excitatorio na atividade da GST pelo clorotalonil vai no sentido da sua
detoxificagdo, mas se inibida a enzima, este processo pode ser prejudicado.

Os perfis de resposta a exposi¢ao ao clorotalonil apresentados pelo figado e
branquias foram diferentes, o que possivelmente esta associado as questoes
morfologicas e fisioldgicas ja comentadas. Outros estudos com peixes evidenciam esta
resposta diferencial entre os tecidos. Por exemplo, Fernandes et al., (2008) mostraram
que as enzimas antioxidantes podem ter ag¢do tecido-especifica. Em seu trabalho com a
tainha Liza saliens observaram aumento da atividade da Catalase (CAT) no figado para
o combate de peroxido de hidrogénio e aumento da atividade da Superoxido-desmutase
(SOD) nas branquias para combater a presen¢a de anion superdxido, seguindo
exposicao dos peixes ao cobre. Ventura-Lima et al. (2009), por sua vez, apontam que o
figado e as branquias da carpa comum Cyprinus carpio desenvolvem diferentes
estratégias de prote¢do contra a toxicidade do Arsénio.

Os resultados mostrados e discutidos acima indicam que P. vivipara esta sob
situagdo de estresse o que poderia causar um aumento no seu gasto enérgico e possivel
perda de matéria, refletindo de forma mais ampla numa alteragdo no seu consumo de
oxigénio. Nos ndo vimos esse efeito do clorotalonil em P. vivipara, mas Ponepal et al.
(2009) reportaram um efeito negativo do clorotalonil no consumo de oxigénio do peixe
Carassius gibelio exposto a 0,7 e a 12 ng/L do biocida. Recentemente, foi publicado um

estudo mostrando que o clorotalonil suprime genes relacionados com a gliconeogénese
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e com a producdo de ATP no zebrafish Danio rerio (Garayzar et al., 2016), reforcando
outras vias de toxicidade do biocida.

Por outro lado, o estresse decorrente da exposicao do clorotalonil pode também
se manifestar como dano oxidativo. Neste sentido, apesar de ndo termos observado LPO
no figado, cérebro e branquias de P. vivipara, nds a observamos nos eritrocitos e nos
espermatozoides, sugerindo que as células quando isoladas sdo mais sensiveis ao
clorotalonil do que quando organizadas em tecidos. A LPO representa a oxidagao dos
lipidios de membrana e pode, portanto, afetar a fluidez das mesmas, interferindo no
poder seletivo de uma célula ou organela. No caso das células sanguineas e dos
espermatozoides, a funcionalidade e a fluidez de membrana foram negativamente
afetadas pela exposi¢do ao clorotalonil (Tabelas 1 e 2, respectivamente), mas nas
hemacias, nds também verificamos aumento de EROs e dano de DNA representado por
um aumento na incidéncia de MNs (Tabela 1). Segundo Al-Sabti e Metcalfe (1995) os
resultados genotdxicos de dano ao DNA ndo irdo aparecer até que ocorra replicagdo do
DNA e divisao celular apds o dano ter ocorrido; além disso tem que se levar em
consideragdo a existéncia de varias vias bioquimicas que reparam os danos ao DNA
antes dos acontecimentos genotoxicos tomarem propor¢des maiores.

Em peixes ¢ comum a existéncia de MNs espontineos (Al-Sabti & Metcalfe,
1995), o que poderia explicar a incidéncia do dano nos peixes do tratamento controle,
porém em menor frequéncia do que nos peixes expostos ao clorotalonil. Apesar de
clorotalonil ndo ser agente genotoxico classico, nds encontramos dano de DNA, bem
como no estudo conduzido por Godard et al. (1999), em que observaram dano de DNA
em roedores por ensaio cometa, em doses a partir de 132 pg/L. De fato, o clorotalonil
pode nao estar provocando o dano diretamente no DNA, mas por outros meios como o
aumento de EROs livres. O estresse oxidativo foi comprovado nas anélises sanguineas,
mostradas na Tabela 1, sendo, portanto, um indicativo da causa dos MNs observados.
Ainda, podemos confirmar que a andlise de micronucleo ¢ um bom biomarcador de
genotoxicidade e o indicamos para ser utilizado por 6rgaos ou agéncias de
monitoramento ambiental, por apresentar uma série de vantagens, tais como baixo
custo, rapidez de analise, pode ser reproduzido em diferentes espécies e tecidos e
resposta em amplo espectro frente a uma variada gama de agentes genotoxicos (Flores
& Yamaguchi, 2009).

No caso dos espermatozoides, a integridade celular também foi prejudicada pelo

clorotalonil (Tabela 2). As células espermaticas dependem das suas membranas integras
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para que haja fertilizagdo, pois trata-se de um processo que envolve a fusdo das
membranas das células espermaticas e dos oocitos (Aitken, 1995). Adicionalmente, em
ambas as concentragdes de clorotalonil, a funcionalidade mitocondrial e a motilidade
espermatica apresentaram-se reduzidas. De fato, a atividade mitocondrial interfere
diretamente na motilidade espermatica ja que a mitocondria ¢ fundamental para
producdo de energia necessaria para a batida flagelar (Lahnsteiner et al., 2004). Esses
parametros se apresentaram mais sensiveis que os outros para P. vivipara, pois
reduziram j& na menor concentracao de exposicao (1 pg/L de clorotalonil). A
funcionalidade mitocondrial e a motilidade dos espermatozoides tem se mostrado
parametros bem sensiveis para P. vivipara e outras espécies de peixes como D. rerio,
Jenynsia multidentata, C. carpio e Clarias gariepinus frente a exposicao a diferentes
poluentes ambientais (Acosta et al., 2016; Gerber et al., 2016; Lopes et al., 2014;
Rurangwa et al., 2002; Sanchéz et al., 2017).

Com base no exposto, concluimos que a exposi¢ao ao clorotalonil € toxica para
o peixe P. vivipara, sendo o nivel celular o mais sensivel, pelo menos para as
concentragdes de 1 e 10 pg/L do composto. Podemos também considerar o efeito do
clorotalonil como sistémico, por ter alcangado diferentes alvos nos organismos, desde
branquias e figado, até células sanguineas e espermaticas. Nossos resultados deixam
claro que o estresse oxidativo ¢ um dos mecanismos da toxicidade do clorotalonil. Os
danos celulares observados aqui podem afetar a sobrevivéncia individual e da espécie,
uma vez que comprometem estruturas fisiologicas vitais e células reprodutivas. Apesar
de termos usado altas concentragdes do biocida quando comparadas as suas medidas
ambientais, nossos resultados de exposicdo aguda, ainda assim, sdo uteis para
determinar ou predizer o que aconteceria com os animais, em niveis de organizagao
maiores, quando expostos cronicamente ao biocida no ambiente; e servem, ainda, como
base para procedimentos de avaliacdes de risco ecoldgico. Por fim, este trabalho
confirma o P. vivipara como um potencial biomonitor, corroborando com os dados
gerados a partir dos estudos toxicologicos do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
— Toxicologia Aquatica (INCT-TA, 2017), e reforcando seu uso em testes toxicoldgicos

de maneira geral.
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Tabela 1. Parametros analisados em eritrocitos de peixes P. vivipara mantidos em
condig¢des de controle ou expostos ao clorotalonil, nas concentragdes de 1 pg/L e 10
ng/L por 96 h. Os dados estdo expressos como média + erro padrao Letras maitsculas
indicam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos para cada medida.

Parametros analisados Controle Clorotalonil 1 ug/L Clorotalonil 10 ug/L
Fluidez (intensidade) 1819 & 108% 2072 + 8348 2338+ 1308
Fluidez de Membrana 2,85+ 0,484 3,89 + 0,904 6,63 + 1,648

Indice de fragmentagio do DNA 0,14+0,01*  0,18+0,01* 0,15+ 0,014
Lipoperoxidagdo (LPO) 46,40 £ 1,96 57,22 +2,53B 53,67 + 1,828
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) | 6927 + 3604 7285 + 42048 8447 £ 7158
Micronucleo (MN) 2,00 + 0,58* 7,67 = 1,658 9,75 + 1,038
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Tabela 2. Parametros analisados em células espermaticas de P. vivipara mantidas em
condig¢des de controle ou expostas ao clorotalonil, nas concentracdes de 1 ug/L e 10
ng/L por 96 h. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras maitsculas
indicam diferengas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos para cada medida.

Parametros analisados Controle Clorotalonil 1 ug/L  Clorotalonil 10 ug/L
Indice de fragmenta¢io do DNA 0,75+ 0,114 0,87 + 0,06* 0,87 + 0,532
Lipoperoxidagido (LPO) 38,8+ 5,94 60,5 + 6,58 60,1+9,18

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) | 1759,3 + 98,248 1452,6 = 105,74 3493,8 £1151,58
Fluidez de Membrana 26,8 + 4,94 32,1 +6,34 33,1 +4,84
Funcionalidade Mitocondrial 56,8 + 6,44 17,4 + 6,08 39,1 +2,7¢
Funcionalidade da Membrana 85,5+ 3,44 90,0 + 3,14 75,7 +3,1B
Integridade Celular 85,9 +2,94 88,2 +2.84 74,7 £ 5,48
Motilidade Total (%) 27,7 +£2,24 19,2+ 1,28 18,0 + 1,68
Motilidade Progressiva (%) 16,8 + 2,24 11,9+ 1,08 10,9 + 1,08
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Legendas das Figuras

Figura 1. Cromatograma do clorotalonil em peixes Poecilia vivipara integros. (A)
representa a concentracao padrao de clorotalonil medido na matriz peixe, (B) representa

a deteccdo de clorotalonil no animal inteiro exposto a 10 pg/L de clorotalonil por 96 h.

Figura 2. Espécies reativas de oxigénio (ROS) (A) e capacidade antioxidante total
(ACAP) (B) mensuradas em figado e branquias de P. vivipara mantidos em condic¢des
de controle (acetona 0,002%) e expostos por 96 h ao clorotalonil nas concentragdes de 1
e 10 pg/L. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras maiusculas

significam diferengas estatisticas entre os tratamentos para cada tecido (p<0,05).

Figura 3. Concentragdo de GSH (A) e atividade da GCL (B) em figado e branquias de
Poecilia vivipara mantidos em condicdes de controle (acetona 0,002%) e expostos ao
clorotalonil nas concentracdes de 1 e 10 pg/L. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo. Letras maitsculas significam diferencas estatisticas entre os tratamentos

para cada tecido (p<0,05).

Figura 4. Atividade de enzima GST em figado e branquias de Poecilia vivipara
mantidos em condigdes de controle (acetona 0,002%) e expostos por 96 h ao
clorotalonil, nas concentragdes de 1 e 10 png/L. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo. Letras maiusculas significam diferencas estatisticas entre os tratamentos

para cada tecido (p<0,05).

Figura 5. Lipoperoxidagdo (LPO) em cérebro, figado e branquias de P. vivipara
mantidos em condigdes de controle e expostos por 96 h ao clorotalonil nas
concentragdoes de 1 e 10 pg/L. O eixo y da esquerda representa valores medidas no
cérebro e o da direita no figado e branquias. Os dados estao expressos como média +
erro padrdo. Letras maiusculas significam diferengas estatisticas entre os tratamentos

para cada tecido (p<0,05).
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A partir dos dados gerados neste trabalho, concluimos que o clorotalonil ¢ toxico
para o peixe P. vivipara, sendo o nivel celular o mais sensivel. O clorotalonil tem efeito
sistémico e pode atacar diferentes alvos em um organismo. O estresse oxidativo ¢ um
dos mecanismos da sua toxicidade e a presenga de clotalonil no meio pode afetar a
sobrevivéncia de uma espécie desde o seu nivel individual até populacional. Podemos
considerar que os objetivos do trabalho foram alcancados: apresentamos um
levantamento da literatura disponivel sobre o clorotalonil contemplando aspectos
ambientais ¢ efeitos toxicos do biocida; observamos a interagdo do clorotalonil com o
peixe e seus efeitos em diferentes aspetos, incluindo alguns mecanismos que permeiam
suas agdes toxicas para Poecilia vivipara; e reforcamos o uso da espécie como um
modelo monitor sensivel a contaminacdo ambiental. As andlises feitas aqui trazem
medidas/respostas sensiveis e uteis para a regulamentagdo do biocida e avaliagdo de
risco ambiental envolvendo a presenga de clorotalonil, que seriam perspectivas desta

dissertagao.
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