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Resumo
A biodiversidade é fundamental para o equilibrio e a estabilidade dos ecossistemas. Mesmo
assim vem sofrendo ameagcas, dentre estas, destaca-se a contaminacdo por agrotoxicos. O
imazalil (IMZ) é um fungicida que apresenta efeitos teratogénicos, danos genéticos e efeitos
adversos nos sistemas reprodutivos e neurocomportamentais de organismos. Por ser
comumente utilizado no tratamento de pods colheita de citricos, foi detectado em &guas
residuais de industrias alimenticias. Os processos oxidativos avancados (POA’s) possuem
capacidade de reagir com diversos compostos organicos e degrada-los. O presente estudo tem
como objetivo analisar possiveis efeitos toxicos do IMZ e a seus subprodutos de fotocatalise
em anelideos da espécie Eisenia andrei. Para isso foi realizada a degradacdo do IMZ
utilizando a fotolise e fotocatalise para determinar a metodologia mais eficiente a ser utilizada
nos ensaios ecotoxicoldgicos. ApoOs a determinacdo, foram realizados ensaios
ecotoxicolégicos com diferentes concentracdes de IMZ (0,01 a 10 mg.L™) e diferentes tempos
de fotocatalise (FP-6, FP-18, FP-35 e FP-90 min). Os ensaios consistiram em testes de contato
(24-72 h), fuga, agudo (15 dias), cronico (45 dias) e andlise de biomarcadores celulares
(densidade, viabilidade e tipagem) e de estresse oxidativo (GST e catalase). Durante 0s
ensaios 0 IMZ provocou danos morfolégicos, rompimento de membranas de células do
sistema imunoldgico, diminuicdo da viabilidade celular, aumento na proporcdo de Eledcitos e
aumento da atividade enzimatica da GST. Tais resultados indicam que o IMZ provoca
citotoxicidade em anelideos. As alteracdes observadas na atividade da GST podem estar
relacionadas com mudancas na sintese de lipidios. Nos ensaios com os fotoprodutos, houve
uma diminui¢cdo na reproducdo, diminuicdo da GST e catalase (CAT), indicando que os
fotoprodutos oriundos da degradacdo ainda apresentam toxicidade para os anelideos. Como a
toxicidade foi mais evidente no FP-90, esta pode estar relacionada com compostos como
hidroxibenzenos e imidazol, que geralmente sdo formados ao final da reacdo de fotocatalise.
Além disso, 0s organismos expostos ao IMZ e aos fotoprodutos ndo apresentaram repulsdo ao
fungicida, o que pode indicar comprometimento na sobrevivéncia da populagédo a longo prazo.
Ao final dos ensaios os fotoprodutos apresentaram menor toxicidade em relacdo ao IMZ,
contudo, ambos possuem potencial toxico e podem comprometer a satde dos organismos e do

ambiente.

Palavras-chaves: Biomarcador; Eisenia andrei; pesticida; processos oxidativos avangados;
toxicidade.



Abstract
Biodiversity is essential to the balance and stability of ecosystems and yet, it is under threat.
Among these is highlighted the contamination by pesticides. Imazalil (IMZ) is a fungicide
that causes teratogenic effects, genetic damages and adverse effects on the reproductive and
neurobehavioral systems of organisms. As IMZ is commonly used in citric post-harvest
treatment, it has been detected in residual water from food industries. Advanced oxidative
processes (AOPs) have the ability to react and degrade several organic compounds. This study
aimed to analyze possible toxic effects of IMZ and its photocatalysis products on annelids of
the species Eisenia andrei. For this purpose, IMZ degradation was performed using photolysis
and photocatalysis to determine the most efficient methodology to be used in the
ecotoxicological assays. When the best method was determined, ecotoxicological assays with
different concentrations of IMZ (0.01 to 10 mg.L™) and different times of photocatalysis (FP-
6, FP-18, FP-35 and FP-90 min) were performed. The assays consisted of contact tests (24-72
h), avoidance tests, acute (15 days) and chronic test (45 days) and cellular (density viability
and cell typing) and oxidative stress biomarkers (GST and catalasys) analyses. During the
assays the IMZ caused morphologic damages, membrane ruptures of immunologic system
cells, decreasing the cellular viability and increasing the proportion of eleocytes and GST.
These results indicate that IMZ causes cytotoxicity in annelids. The alterations observed of
GST may be related with changes to lipid synthesis. In the photoproduct assays, there was a
decrease in reproduction, decrease of GST and catalasys (CAT). This indicated that the
photoproducts generated on IMZ degradation still cause toxicity to annelids. As the most
evident toxicity was observed for FP-90, it can be related to compounds as hydroxybenzenes
and imidazol. They are usually generated at the end of the photocatalysis reaction. Besides,
organisms exposed to IMZ and its photoproducts were not repelled by the fungicide, which
can indicate compromising effects on the survival of the population in long terms. At the end
of the assays, photoproducts showed lower toxicity in comparison to IMZ. Buth however

have toxic potential and can compromise the health of organisms and the environment.

Key-words: Advanced oxidative processes; biomarkers; Eisenia andrei; pesticide; toxicity.
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1 INTRODUCAO

A Convencdo de Diversidade Biologica (CDB), de acordo com o Ministério do Meio
Ambiente - MMA (2018), conceituou a biodiversidade ou diversidade bioldgica, em seu

artigo 2°, como:

“ a variabilidade de organismos vivos de todas as origens, compreendendo,
dentre outros, os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas
aquaticos e os complexos ecologicos de que fazem parte, compreendendo
ainda a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas.”

Tendo em vista que, os distintos ecossistemas existentes no nosso planeta apresentam
uma desigualdade na distribui¢do da biodiversidade, o Brasil assume entdo um papel de
destaque, pois € o pais com maior diversidade de espécies no mundo (MMA, 2017).
Aproximadamente 103.870 espécies de animais e 43.020 espécies de vegetais estdo
presentes no pais, abrigando assim, cerca de 20% do total de espécies ja identificadas no
mundo, sendo a maioria endémica. Com o intuito de conservar e utilizar de maneira
sustentavel a diversidade que possui, 0 pais passou a incorporar as recomendacfes da
CDB, dentre elas, a elaboracdo de um relatdrio anual sobre a situacéo da diversidade no
Brasil (MMA, 2017). No entanto, apesar dos esfor¢os para conseguir alcancar as Metas
de Biodiversidade Aichi, determinadas pela CDB, as iniciativas propostas ndo estdo
sendo suficientes para que as metas sejam cumpridas até 2020. De acordo com o
Panorama da Diversidade Global 4 apresentado pelo Secretariado da Convencao de
Diversidade Biologica (2014), as pressfes que atuam sobre a biodiversidade tém
aumentado cada vez mais, fazendo com que a diversidade biol6gica continue em
declinio. Os esforcos aplicados no Brasil ndo tém sido suficientes para superar o0s
impactos ambientais, e a perda de biodiversidade vem aumentando consideravelmente
ao longo dos anos.

Rountree (2015) discorre brevemente sobre algumas razdes pelas quais vém ocorrendo a
perda de biodiversidade em nosso planeta. Entre suas justificativas o autor aponta a
perda de habitat como sendo o principal processo de impacto, citando como um dos
seus exemplos o desmatamento na floresta Amazoénica brasileira para implantacdo do
manejo da pecudria e/ou agricultura. Tem sido estimado que pelo menos 70% da perda
da diversidade biologica terrestre ocorrera devido a acdo de setores relacionados a
agricultura (SECRETARIADO DA CONVENCAO DE DIVERSIDADE BIOLOGICA,
2014). A troca do ecossistema natural pelo agroecossistema para intensificagdo da

12



producdo de alimentos intensifica este impacto. Principalmente com a expansdo de
monoculturas, quando a degradacdo do ambiente natural, promove a reducdo da
biodiversidade local (ODUM, 1988). Essa reducdo pode ocorrer de diversas formas,
dentre elas a perda de habitats de pastagens e florestas através do desmatamento para
implantacdo da agricultura, assim como a drenagem de areas Umidas. Estas alteracdes
no ambiente podem favorecer o afugentamento ou até mesmo a extin¢do local de
passaros, primatas, insetos e plantas nativas (VIEIRA et al., 2008). Além disso, ha
também a perda da diversidade genética pela substituicdo de linhagens selvagens por
variedades de monocultura, que na maioria das vezes vém acompanhadas do processo
de fertilizacdo (VIEIRA et al., 2008; MILLER, 2013).

Nos sistemas agricolas a biodiversidade desempenha diversos servigos ecossistémicos,
entre eles a ciclagem de nutrientes, controle do microclima local, regulacdo dos
processos hidrologicos e a regulacdo da abundancia de organismos indesejaveis
(ALTIERE, 1999). No entanto, a simplificagdo biolégica promovida pela monocultura
favorece a perda das caracteristicas de autorregulacdo dos ecossistemas afetados,
levando assim a reducdo da atuacdo dos elementos de controle natural, além de
alteracdes na dinamica entre os seres vivos (ODUM, 1988). Originando entdo, um
ecossistema artificial que requer intervencdo humana a todo o momento (ALTIERE,
1999). Uma dessas intervencdes ocorre através do aumento do uso de agrotoxicos.

1.1. AGROTOXICOS

Devido a necessidade de uma producdo intensa de alimentos, o ecossistema natural
comecgou a ser visto como um agroecossistema, e entdo a produtividade agricola passou
a ser caracterizada principalmente pela homogeneizagéo da paisagem e pelo aumento do
uso de agrotoxicos (JELIAZKQOV, 2016).

De acordo com o artigo 2 da Lei Federal 7.802 (BRASIL, 1989), os agrotdxicos sao

definidos como:

“produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos
destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou
implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora e da
fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento”.
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Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com o ser vivo ao qual estdo
destinados a combater, entdo temos: inseticidas, larvicidas, herbicidas, fungicidas,
acaricidas, carrapaticidas, formicidas, raticidas, entre outros. Além disso, também
podem ser classificados de acordo com sua classe toxicologica (Tabela 1), determinada
pela ANVISA, e ambiental (Tabela 2), determinada pelo IBAMA.

Para a ANVISA, portaria n°® 0392 de Janeiro de 1992, o estudo de toxicidade de um
agrotoxico € realizado através de ensaios com ratos para determinar a dose letal (DL)
necessaria para matar 50% dos organismos. A dose do ingrediente ativo do produto a
ser analisado ¢ ingerida pelo rato por via oral e o resultado é expresso em mg.Kg™ de
peso vivo. Outros ensaios para determinar a DLsy de um agrotoxico podem ser
utilizados, como contato com a pele ou inalagdo, contudo, o mais utilizado € o ensaio

por via oral.

Tabela 1 - Classificacao toxicoldgica dos agrotdxicos. Adaptado de Lei Federal 7.802 (BRASIL, 1989).
*DL: Dose letal.

Classe toxicolégica Toxicidade DL* (mg.Kg™)
| Altamente toxico Entre 5 e 50
v Pouco téxico Entre 500 e 5000

De acordo com a portaria normativa n°® 84 de 15 de Outubro de 1996, os ensaios
realizados pelo IBAMA para determinacdo do nivel de periculosidade ambientas de um
agrotoxico pode ser determinado através de diversos pardmetros. Dentre estes,
destacam-se os parametros de bioacumulacéo, persisténcia e transporte do agrotdxico no
ambiente, além da toxicidade do mesmo em organismos. Os organismos utilizados para
0s ensaios de toxicidade do IBAMA podem incluir peixes, microcrustaceos, algas,
minhocas, abelhas, microorganismos do solo, entre outros classificados como
organismos nao-alvos. Contudo, é valido destacar que os ensaios relacionados estes
organismos podem ou né&o ser solicitado pelo IBAMA como requisito para obtencéo da
licenca do agrotoxico. No Manual para requerimento de avaliacdo ambiental (IBAMA,
2009) é informado que na primeira fase para obtencéo da licenca séo solicitados apenas
os dados fisicos e quimicos do agrotoxico a ser avaliado. Caso o IBAMA julgue

necessario, pode solicitar uma segunda fase. Nesta, é analisada a toxicidade oral,
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inalatdria, cutdnea, alem da mutagenicidade génica e cromossémica do composto em
animais superiores. ApOs estes ensaios, caso ndo haja equivaléncia nos dados, o
IBAMA pode solicitar ensaios ecotoxicologicos. Na fase trés os ensaios requiridos estéo
relacionados a analises aguda e crbnica, aléem de avaliacdo de teratogenicidade,
carcinogenicidade, neurotoxicidade e efeitos hormonais. Neste caso, a definicdo dos
organismos utilizados nos ensaios ir4 depender do tipo de produto que esta sendo
analisado e também de seu organismo alvo (IBAMA, 2009).

Tabela 2 - Classificacdo ambiental dos agrotdxicos. Adaptado de IBAMA, portaria normativa n° 84 de 15
de Outubro de 1996.

Classificagdo ambiental Periculosidade

I Altamente perigoso
] Muito perigoso
I Perigoso

v Pouco perigoso

Até o ano de 2014 o consumo de agrotoxicos em todo o mundo foi de cerca de 2
milhGes de toneladas por ano. Dentre os agrotoxicos mais consumidos, temos 0s
herbicidas (47,5%), inseticidas (29,5%) e os fungicidas (17,5%). Os outros agrotdxicos
como, acaricidas, formicidas e carrapaticidas, em conjunto, contemplam um total de
5,5% de pesticidas consumidos no mundo (DE et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2017) até 2014 os paises que mais consumiram agrotéxicos foram China, Brasil,
Franga, Italia, Espanha, india, Colémbia, Inglaterra, Chile e Turquia (Figura 1). Porém é
importante destacar que esses resultados estdo relacionados ao consumo total, pois
qguando é realizada a divisdo destes valores pelas areas de cultivo, os resultados se
alteram. Os maiores consumidores passam a ser as Ilhas Maldivas, Ilhas Mauricias,
Trinidade e Tobago, Colémbia, Chile, China, llhas Maltesas, Japdo, Republica da

Coréia e Holanda (Figura 2).
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Figura 1 - Ranking dos paises com maior consumo total de agrotdxicos. Adaptado de FAO, 2017.
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Figura 2 - Ranking dos paises com maior consumo em Kg.ha™* de agrotéxicos. Adaptado de FAO, 2017.
*i.a: ingrediente ativo

No Brasil, o consumo de agrotoxicos ultrapassa 500 mil toneladas ao ano, isto
representa um aumento de mais de 200% nos ultimos 14 anos (IBAMA, 2016).
Enquanto isso, a area de producdo agricola teve um aumento de apenas 47% (IBGE,
2017) neste mesmo periodo. Quando feita uma correlacéo entre esses dois dados (Figura
3) ha um aumento consideravel no uso de agrotdxicos por hectare FAO (2017). Estas
porcentagens correspondem a um aumento no uso de agrotéxicos de 1,98 Kg.ha™ em
2000 para 4,36 Kg.ha™' em 2014 (Figura 4). Além disso, hé diversos pesticidas que s&o
utilizados no Brasil, mas sdo proibidos em outros paises devido a seus efeitos ao meio
ambiente e a satde humana. Tais como: Abamectina, Acefato, Carbofurano, Fosmete,
Lactofen, Paraquate, Parationa, Thiram, dentre outros (ANVISA, 2018).
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Figura 3 - Comparagdo entre a porcentagem da venda de agrotoxico e de area de plantio no Brasil
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Figura 4 - Consumo, no Brasil, de agrotoxico por hectare ao longo dos anos (2000-2014). Adaptado de
FAOQ, 2017.

Muitas sdo as justificativas para 0 uso de agrotéxico, contudo, ha também grandes
consequéncias advindas de seu uso, principalmente quando este uso é realizado de
modo indiscriminado ou quando ha falta de regulamentacdo das substancias tidas como
ingredientes ativos (i.a). Dentre as consequéncias podemos destacar a contaminacao
ambiental, podendo comprometer a salde da biota e até mesmo da populagdo humana
(DORES & LAMONICA-FREIRE, 1999).

Para Beketova et al. (2013) o objetivo dos paises de reduzir a perda de biodiversidade
até 2020 pode estar comprometida, pois em seu estudo estes autores observaram
declinios na biodiversidade em relacdo ao uso intensivo de agrotdxicos. Os autores
destacam a perda de até 42% de espécies em rios contaminados da Europa e de 27% de

familias de invertebrados em rios contaminados da Australia. Além disso, comentam
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gue mesmo rios contaminados por pesticidas em niveis aceitaveis pela regulamentagéo
europeia, ainda assim apresentavam perda de biodiversidade.

Diversos outros estudos apontam para perda de biodiversidade devido ao uso intensivo
de agrotoxicos e pelo fato de causarem danos em organismos ndo alvos. Geigera et al.
(2010) identificaram que houve perda de biodiversidade de passaros, besouros e plantas
em fazendas que utilizavam pesticidas comparadas com éareas de plantio sem a
utilizacdo de agroquimicos. Dados semelhantes foram obtidos por Gibbs et al. (2009)
onde observaram perda de espécies em areas agricolas, mas que a perda foi mais
elevada nas areas onde houve tratamento com pesticidas. Bonmatin et al. (2015)
destacam que polinizadores, insetos herbivoros, organismos do edaficos e aquaticos,
inevitavelmente, séo os que mais sofrem com a exposicao a pesticidas. Contudo, outros
diversos organismos também sofrem diretamente com o uso intensivo de pesticidas,
como, aves, que podem ser afetadas por inseticidas carbamatos ou organofosforados.
Mas também ha os efeitos indiretos, como por exemplo, a menor disponibilidade de
alimento para animais insetivoros devido a utilizagdo de inseticidas (ISENRING, 2010).

1.2. DINAMICA DOS AGROTOXICOS NO AMBIENTE

A contaminacdo ambiental por agrotdxicos ocorre por processos de transporte e
transformacdo, governados por mecanismos fisicos, quimicos e biologicos que
permitem a distribuicdo de pesticidas pelos ecossistemas aquatico, terrestre e

atmosfeérico. (Figura 5).
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Figura 5 - Dindmica dos agrotoxicos no meio ambiente. Adaptado de DORES & LAMONICA-FREIRE,
1999.
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Dependendo da maneira que o pesticida é aplicado, 0 mesmo tera diferentes destinos;
desde permanecer adsorvido no solo até ser transportado para locais distantes, como um
municipio vizinho ou mesmo outro continente (DORES & LAMONICA-FREIRE,
1999). Diversos exemplos de ambientes distantes de campos de agricultura ou fazendas
pecuaristas onde foram encontradas amostras de pesticidas sdo relatados em estudos.
Kang et al. (2012) encontraram residuos de pesticidas organoclorados na neve
superficial do continente Antartico. Outro exemplo foi a pesquisa realizada por Meire et
al. (2016) que detectaram Hexaclorobenzeno e Endosulfan em rios do Parque Nacional
de Séo Joaquim — SC e do Parque Nacional do Itatiaia — RJ. Em ambos trabalhos os
autores apontam que o transporte destes residuos ocorreu através de massas de ar devido
a volatilizacdo dos compostos, sendo depois depositados pela precipitacdo. No entanto,
esta ndo € a Unica forma de transporte dos pesticidas por via aérea, havendo também a
deriva. Esta ocorre quando gotas emitidas pelo pulverizador, seja este terrestre ou aéreo,
sdo carreadas pelo vento para outras areas. Geralmente essas gotas sdo depositadas em
locais distantes do ponto de emissdo. A distancia de transporte sera inversamente
proporcional ao tamanho da gota, ou seja, quanto menor gota maior sera a distancia de
deriva (DORES & LAMONICA-FREIRE, 1999; CHAIM, 2004).

Quando ocorre a aplicacdo de agrotoxicos, além do transporte aéreo temos também a
degradacéo, retencdo ou transporte do composto no solo. Cada processo vai depender
das caracteristicas fisicas e quimicas de cada composto. Dentre essas caracteristicas
podemos destacar o grau de ionizacdo (pK,), solubilidade em agua (S), pressdo de vapor
(\VP), retencéo pelo solo (coeficiente de particdo carbono organico-agua - Kyc) e tempo
de meia vida (T12) (FAY & SILVA, 2004).

A degradacdo dos pesticidas no solo pode ocorrer através da fotdlise, ou seja, 0
composto é degradado a partir da irradiagdo solar. Também pode ocorrer por meio da
interacdo com substancias quimicas presentes no solo ou mediante a ingestdo e
metabolizacdo do composto por organismos edaficos (DORES & LAMONICA-
FREIRE, 1999). Tanto as particulas degradadas quanto o composto ndo degradado,
podem ser retidos no solo através da adsorcdo, isto é, uma interacdo entre os ions do
pesticida com a superficie das particulas do solo. Esta interacdo pode se estabelecer por
uma ligacéo forte ou fraca, dependendo das caracteristicas do composto e do solo. Este
processo tende a diminuir a mobilidade das moléculas orgéanicas no solo. No entanto,

com o passar tempo e dependendo da forca dessa ligacdo, também pode ocorrer a
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dessorcdo, processo inverso da adsorcdo (DORES & LAMONICA-FREIRE, 1999;
FAY & SILVA, 2004).

As moléculas de pesticidas ndo adsorvidas pelo solo possuem uma tendéncia de se
movimentar junto com a agua, podendo ocorrer o transporte das mesmas para lengois
freaticos e outros corpos d’agua, através da lixiviagdo. No entanto, mesmo quando
adsorvidas no solo, estas podem ser transportadas através do escoamento superficial.
Isto ocorre quando o volume de entrada de agua excede o volume infiltrado no solo.
Além das particulas adsorvidas, o escoamento também pode transportar compostos
suspensos em material particulado, além de promover a diluicdo dos mesmos. No
escoamento os fatores que mais influenciam no transporte sdo o volume de &gua e a
inclinagéo do terreno (FAY & SILVA, 2004). Um exemplo disto foi o estudo realizado
por Rabiet et al. (2010), neste os autores comentam que o aumento de chuvas e as
épocas de cheias nos rios podem estar associadas ao aumento na concentracdo de
agrotoxicos presentes em rios e lagos. Tais eventos ocorrem principalmente quando
estes corpos d’agua estao proximos de um campo de plantacdo que utiliza pesticidas.
Além do escoamento e da lixiviacdo, outro ponto de entrada dos pesticidas no ambiente
aquatico é através do despejo de aguas residuais de industrias, esgoto doméstico e
devido ao controle de ervas e insetos aquéaticos. Ao entrar no ambiente aquatico o
pesticida pode interagir com o sedimento ou com a matéria em suspensdo, dependendo
da solubilidade do composto e das caracteristicas do sedimento. Assim como no solo, 0
pesticida em contato com o sedimento pode sofrer sorcéo, ou seja, adsorcao e dessorcao.
E quando diluido em agua ou mesmo associado a materiais particulados, pode ser
degradado por meio da fotdlise. Também pode acontecer de ser absorvido por
organismos ou degradado por microrganismos (DORES & LAMONICA-FREIRE,
1999).

1.3. CONTAMINACAO DA BIOTA

A contaminagdo do solo, das aguas e do ar, tem um ponto em comum, todos eles
possuem um ponto em comum que é a contaminagdo de organismos, sejam aqueles que
vivem proximo ao local de aplicacdo ou a quildometros de distancia. Wang et al. (2015)
comenta sobre a bioacumulagdo de pesticidas em peixes presentes no reservatorio Trés

Gargantas, na China, localizado proximo a campos de plantacdo de arroz e laranja.
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Dentre os pesticidas analisados, o DDT e seus derivados foram os contaminantes com
presenca predominante no organismo de todas as cinco espécies de peixes avaliadas.
Outro exemplo da contaminacdo da biota por pesticida foi um estudo realizado por
Colabuono et al. (2016). Neste, os autores identificaram colonias de Petreis da Antartica
contaminados por compostos presentes na composicdo de pesticidas como,
Hexaclorobenzeno (HCB) Bifenilas policloradas (PCBs) e Pentaclorobenzeno (PeCB).
Além desses, também foi encontrado diclorodifeniltricloroetano (DDT) e alguns de seus
derivados. As concentracdes determinadas por ambos estudos indicaram altos niveis de
contaminantes (> DDT’s variando de 2,16 a 34,5 ng.g" no sangue de individuos
adultos), pois os organismos estudados sdo definidos como organismos de topo de
cadeia e por isso sofrem mais com a bioacumulagéo.

A Dbioacumulacdo é definida pela EPA (2000) como sendo a acumulacdo de
contaminantes no tecido de organismos através de diversas rotas de exposicdo, dentre
elas, a via respiratdria, a ingestdo e o contato direto com o contaminante, seja pela agua,
solo, sedimento ou outros meios. Um fator determinante na bioacumulacdo é a
lipossolubilidade do pesticida ou Kow (coeficiente de particdo octanol-4gua), essa
caracteristica indicarda o quanto do mesmo pode ser absorvido e incorporado aos
organismos. Compostos lipossoltveis sdo mais dificeis de serem excretados pelos
organismos do que compostos hidrossollveis. Isso ocorre porque aqueles que
apresentam hidrossolubilidade podem ser eliminados pela urina, suor e outras vias,
enguanto que os que possuem lipossolubilidade ficam retidos nos tecidos dos
organismos por tempo indeterminado. (DORES & LAMONICA-FREIRE, 1999).
Lizotte et al. (2010) destaca a bioacumulagdo de pesticidas em uma populacdo de
amphipoda (Hyalella azteca) presente no Lago Beasley, no Delta do Mississipi durante
0s anos de 2004 e 2008. Neste estudo os autores observaram que houve uma diminuigéo
na bioacumulacdo de pesticidas nos organismos entre os anos analisados. Tal efeito
estaria relacionado as mudancas nas praticas de manejo agricola e do controle de pragas.
Katagi & Ose (2015) observaram e compararam a bioacumulagéo de diversos pesticidas
(DDT, DDE, Endosulfan, Carbofuran, Malation, Atrazina, Cipermetrina, entre outros)
em diferentes espécies de anelideos, dentre elas, Eisenia andrei, Eisenia fétida e
Lumbricus terrestris. Neste estudo, os autores comentam a importancia da analise de
bioacumulagdo de contaminantes em organismos, principalmente em organismos

terrestres.
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Além da bioacumulacéo, temos também efeitos como a mortalidade devido a exposicéo
aguda, no entanto, esta geralmente associadas a aplicagdo direta do pesticida ou algum
acidente. Os efeitos mais comuns de serem observados estéo relacionados com efeitos
sub-letais, tais como alteracbes comportamentais e alimentares, efeitos na reproducao,
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas. Esses efeitos sdo mais comuns em
exposicdo cronica, ou seja, quando o0s organismos ficam expostos a baixas
concentragfes do contaminante por longos periodos de tempo, mas também podem
comprometer a sobrevivéncia dos organismos. Denoel et al. (2013) em um experimento
realizado com girinos observaram alteracfes comportamentais em relacdo a natacéo,
daqueles expostos a Endosulfan. A resposta a exposicdo variou de acordo com a
concentragdo do composto, em concentracdes mais baixas foram observadas poucas
anomalias comportamentais enquanto que em concentracdes mais altas afetou a
sobrevivéncia dos organismos. Willians et al. (2015) observaram alteracdes morfologica
do ovario, assim como alteragdes fisioldgicas (quantidade e qualidade de
espermatozoides) de abelhas expostas a pesticidas neonicotinoides. Esses estudos
demostram como pesticidas podem afetar ndo s6 populacbes de organismos isoladas,
como também a biodiversidade e 0s servi¢os ecossistémicos.

Logo, para conseguir determinar como e em que intensidade a biota é afetada pelos
pesticidas e outros compostos, assim como regulamentar seu uso, sao realizados ensaios

ecotoxicoldgicos com organismos bioindicadores.

1.4. BIOINDICADORES

Bioindicadores sdo organismos, ou mesmo comunidades de organismos, que reagem a
um agente estressor ou mesmo alteragcdes fisicas /quimicas no ambiente, com
modificagfes em suas funcdes vitais e /ou em sua composi¢do quimica, permitindo
assim conclusdes a respeito da saude ambiental, indicando grau de perigo e
determinando o0s possiveis riscos ecoldgicos. Estes, portanto, sdo Uteis para o
monitoramento e avaliagdes de impactos ambientais, pois mesmo mudangas pequenas
na qualidade do ambiente podem alterar suas caracteristicas fisicas, quimicas e
estruturais (KLUMPP et al., 2001; ARIAS et al., 2007; ANDREA, 2010).

Os bioindicadores podem determinar o indice de poluicdo atmosférica, aquatica ou
ambiental; sendo assim, sdo necessarios diferentes organismos para indicar efeitos em

diferentes ambientes. Os mais utilizados sdo os que conseguem diferenciar fenémenos
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naturais de eventos de carater antropico. Porém, estes organismos também devem
apresentar uma facilidade de amostragem, assim como € preciso que 0 mesmo tenha
uma resposta conhecida e explicita a alteracdo ambiental (KLUMPP et al., 2001; DALE
& BEYELER, 2001).

Dentre 0s organismos bioindicadores de contaminacdo atmosférica, temos
principalmente os liquens, musgos e plantas. Estes apresentam como vantagens uma
ampla distribuicdo global, além disso, alguns apresentam caracteristicas como
resisténcia a poluicdo, acumulam compostos em seus tecidos e tendem a crescer o0 ano
todo (ADAMO et al., 2003; GARTY et al., 2003). Bosh-Roig et al. (2013) descreveram
em seu artigo o uso do liquen como bioindicador de poluicdo atmosférica, e também
comentam sobre como esses organismos podem ser utilizados como bioacumuladores,
tanto de metais pesados como de elementos tracos.

Em ambientes aquéticos, destaca-se 0 uso de macroinvertebrados bentdnicos e peixes. O
uso de macroinvertebrados bentonicos tem como vantagem o fato de que, em sua
maioria, S80 organismos sesseis e com isso permanecem no ambiente (GOULART &
CALLISTO, 2003). Arias et al. (2007) utilizaram uma comunidade de
macroinvertebrados aquaticos para avaliar como a transformacdo da paisagem pelo
desmatamento e a aplicacdo intensiva de agrotdxicos pode afetar esses organismos de
maneira sinérgica. Em um segundo momento, os autores utilizaram tilapias e acaras
para determinar o grau de impacto que agrotdxicos podem causar a um ecossistema.
Com isso, 0s autores demonstram que o uso de bioindicadores pode ser aplicado tanto a
nivel de comunidade como a nivel individual, como foi o0 caso das tilapias e acaras.

No solo, tanto a fauna da serapilheira quanto a presente no perfil do solo, podem ser
excelentes bioindicadores, pois apresentam alta diversidade, alta taxa de reproducéo e
suas fungdes ou propriedades auxiliam a determinar a qualidade do solo (KNOEP et al.,
2000). Dentre os organismos mais utilizados como bioindicadores da qualidade do solo
temos os artrépodes (formigas, mosquitos, besouros e collembolas) e anelideos
(minhocas) (WINK et al., 2005; ANDREA et al., 2010). Chang et al. (2017) em estudo
com plantagdes florestais conseguiram, usando comunidades de collembolas como
bioindicadores, determinar o nivel de recuperacdo de duas areas ap0s 26 e 45 anos de
recuperacdo de desmatamento. J& Kede et al. (2014) utilizou anelideos para conseguir
definir se um solo contaminado por cadmio e chumbo, apds o fitorremediacdo, ainda

apresentava toxicidade para 0s organismos.
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Os anelideos tém se mostrado excelentes bioindicadores de contaminacdo do solo.
Dentre as vantagens apresentadas para 0 uso desse organismo, podemos desatacar:
facilidade em seu cultivo, sensibilidade, ensaios padronizados e consequentemente,
facilidade na comparacdo com estudos internacionais, além de ser utilizado na analise
de uma série de contaminantes (pesticidas, petréleo, farmacos, metais pesados, residuos
organicos, entre outros) (ANDREA, 2010).

Os ensaios mais comumente realizados com anelideos sdo o ensaio de contato, onde é
avaliada a CLsp do composto (Concentragdo Letal necessaria para matar 50% da
populacdo exposta); ensaio agudo, no qual o organismo fica em contato com o
composto entre 7-14 dias; e 0 ensaio cronico, em que 0 organismo fica exposto ao
composto pelo periodo de 45 dias (OECD 207, 1984; 1SO 11268-1, 2012; I1SO 11268-2,
2012). Contudo, ha outros ensaios que podem complementar analises de toxicidade,
como o ensaio de fuga, no qual sdo avaliadas alteracbes comportamentais dos
organismos (ISO 17512-1, 2011). Todos esses testes determinam se 0 composto
analisado provoca mortalidade dos organismos, alteracdes na reproducdo, variagcdes na
biomassa, perda de habitat, anomalias morfoldgicas, entre outras alteracdes (PEREIRA
et al., 2017). Além desses parametros, também é possivel avaliar se um composto
provoca danos ao organismo em niveis celulares e moleculares. Para isso sdo realizadas

as analises de biomarcadores.

1.5. BIOMARCADORES

Biomarcadores ou marcadores biolégicos podem ser definidos, de acordo com Martin-
Diaz et al. (2004), como sendo respostas bioldgicas quantitativas a efeitos de produtos
toxicos ou estressores ambientais, que podem ocorrer em niveis moleculares ou
celulares. Os autores destacam como sendo uma das principais vantagens no uso de
biomarcadores o fato destes possibilitarem o inicio de estratégias de biorremediacao
antes que a contaminagdo atinja niveis nos quais popula¢des, comunidades ou mesmo
ecossistemas sofram com danos ambientais irreversiveis. Além disso, 0s autores
também comentam que, no que diz respeito ao monitoramento ambiental, monitorar um
parametro pelo biomarcador é mais favoravel do que monitorar os diversos poluentes
existentes em determinado ambiente.

Os biomarcadores podem ser divididos em 3 classes, biomarcadores de exposigéo,
efeito e suscetibilidade. Os biomarcadores de exposicdo irdo indicar se o organismo foi
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exposto a algum tipo de poluente, através da interacdo entre o poluente e/ou seus
produtos da biotransformagao em algum 6rgéo ou tecido alvo. Biomarcadores de efeito,
estdo relacionados a magnitude de resposta dos organismos, isso inclui alteragdes
bioquimicas, fisiologicas, comportamentais, entre outras. Ou seja, enquanto o0
biomarcador de exposicao indica se determinado organismo esta ou ndo sendo exposto a
um contaminante, o biomarcador de efeito aponta como o contaminante esta afetando os
processos fisioldgicos. Por fim, os biomarcadores de suscetibilidade so habilidades
inerentes ou adquiridas de um organismo que respondem a um poluente especifico,
como por exemplo, fatores genéticos (OMS, 1993; Lowry, 1995). Dentre o0s
biomarcadores mais utilizados, podemos destacar as proteinas e enzimas de estresse
oxidativo.

O estresse oxidativo é causado por espécies reativas de oxigénio (ERO), como radical
hidroxila (*OH), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical superdéxido (O°-); e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), como o6xido nitrico (NO), &cido nitroso (HNO), nitritos
(NO; -) e nitratos (NO3 -). A presenca de tais compostos em altas concentragdes nos
organismos pode provocar alteracdes em lipidios, proteinas e até mesmo no DNA.
Dentre as alteracbes podem-se destacar: interagdes com DNA, causando mutacdes e
producdo de oncogéneres; alteragdes em aminoacidos, fazendo com que 0s mesmos
percam ou assumam outra atividade; oxidacdo de lipidios presentes na membrana,
podendo gerar interferéncia no transporte de substancias, ruptura da membrana ou
mesmo a morte da célula (BERG et al., 2004; BARREIROS et al., 2006).

Para evitar e também combater os danos causados pelo estresse oxidativo algumas
enzimas sdo produzidas para atuar como agentes antioxidantes. Sendo assim, a
detoxificacdo dos organismos, em relacdo a compostos xenobidticos que provocam o
estresse oxidativo, ocorre em trés fases distintas, porém intimamente ligadas (Figura 6).
Na fase I, ocorrem reacOes de oxidacdo, reducdo e/ou hidrdlise do composto,
geralmente, mediadas por enzimas presentes no citocromo P450 (GUENGERICH,
1990). Em seguida, na fase Il, enzimas atuam na catalisacdo de reacGes de conjugacao
com o objetivo de tornar os produtos primérios, oriundos da reagdo de fase I, mais
hidrofilicos e menos toxicos. Posteriormente, estes metabolitos sdo transportados para o
exterior da célula e finalmente excretados, consolidando assim a reagdo de fase IlI
(SHEEHAN et al., 2001).
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Figura 6: Representagdo esquemdtica das fases de biotransformagdo de xenobidticos. Adaptado de
BASTOS, 2006.

Atualmente, sdo conhecidos trés sistemas enziméticos antioxidantes (Figura 7). O
primeiro é composto por enzimas superdxido dismutase (SOD), estas atuam catalisando
a transformacédo do radical superéxido (O°-), convertendo o mesmo em oxigénio e
peroxido de hidrogénio. O segundo sistema, é composto pela enzima catalase (CAT).
Esta iré realizar a dismutacdo do peréxido de hidrogénio (H,0,), gerado pela acdo do
SOD, em oxigénio (O;) e agua (H,0). E o terceiro e ultimo sistema é formado pela
glutationa (GSH) em conjunto com as enzimas glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa reduzida (GR). Estas enzimas, assim como a CAT, irdo atuar sobre o
peroxido de hidrogénio e reduzi-lo a 4&gua (H,0) (BARREIROS et al., 2006; HUBER &
ALMEIDA, 2008).

Contudo, deve-se destacar que caso ndo haja a atuacao das enzimas CAT ou GPx, pode
ocorrer do organismo sofrer com danos oxidantes. Isto acontece, pois apesar do H,0,
ndo ser muito reativo a moléculas organicas, 0 mesmo pode atravessar a membrana
celular e gerar o radical hidroxila (*OH). Além disso, quando esta na presenca de metais
de transicdo, como o Fe?* e Fe**, ocorre uma reacéo Fenton. A partir desta reacio hé a
formacgédo de radicais hidroxilas (OH-) que, como comentado anteriormente, podem
provocar danos ao organismo (BERG et al., 2004; BARREIROS et al., 2006;
BARBOSA et al., 2010).
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Figura 7 - Sistema de defesa enzimético contra o estresse oxidativo. Adaptado de BARREIROS et al.,
2006.

Outra enzima que também ird auxiliar na detoxificacdo celular de organismos expostos
a xenobidticos, é a glutationa-S-transferase (GST). A GST atua em reacdes de fase Il do
sistema de biotransformagdo, e tem como objetivo diminuir a toxicidade destes
compostos no organismo e torna-los mais solUveis em agua para que ocorra a excre¢do
do mesmo. Além disso, esta enzima também tem a funcdo de corrigir efeitos danosos
ocasionados por compostos xenobidticos (CARLETTI et al., 2008).

Em anelideos, além de anélises de enzimas de estresse oxidativo, também é possivel
realizar analises do fluido celémico. O fluido celémico de anelideos tem como principal
funcdo atuar como esqueleto hidrostatico, contudo também atua facilitando o transporte
interno de nutrientes e diferentes tipos de células. Dentre estas, podemos destacar as
células do sistema imunolégico (RUPPERT & BARNES, 2005). Além de tais funcdes,
o fluido celémico também pode atuar como biomarcador em ensaios ecotoxicoldgicos,
pois, devido as propor¢des dos tipos das células imunocompetentes (coelomdcitos),
pode indicar ocorréncia ou auséncia de toxicidade por xenobidticos.

Existem dois tipos de células imunocompetentes presentes no fluido celémico:
amebdcitos e eledcitos. Contudo, as células do tipo amebdcito podem ser divididas em
amebacitos hialinos e amebdcitos granulares. Estes irdo atuar na eliminagdo de
materiais exogenos, seja por fagocitose ou encapsulamento, além de promover a
coagulacdo, cura de feridas, citotoxicidade, formacdo de granulomas, entre outros. Os
eledcitos, por sua vez, sdo células responsaveis pelo armazenamento de materiais

enddgenos, como glicogénio e lipideos. Também atuam na regulacdo do pH, acumulo
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de metais e destoxificacdo do tecido das minhocas. (KUREK et al., 2007; BILEJ et al.,
2000-2013).

1.6. IMAZALIL

O Imazalil, (RS)-1-(B-allyloxy-2,4-dichlorophenylethyl) imidazole, é definido como
fungicida sistémico, ou de penetracdo, pois € absorvido pelas folhas ou raizes da planta
e em seguida transportado até o sistema condutor, onde sera distribuido por toda a
estrutura do vegetal. O composto pertencente ao grupo quimico imidazol, sendo muito
utilizado em pos-colheita de frutas como, banana, citros, maca, mamao, melancia, entre
outras; além de também ser aplicado no tratamento de sementes, principalmente de trigo
e cevada (EPA, 2005).

Como pode ser observado na Figura 8, o imazalil (IMZ) possui uma molécula que
apresenta um centro estereogénico, ou seja, seu carbono esta ligado a quatro grupos
diferentes, tornando-o assim uma molécula quiral. Sua configuracdo pode ser tanto
levogira ((R)-(-)-Imazalil), desviando a luz polarizada para a direita, quanto dextrdgira
((S)-(+)-Imazalil), desvio de luz polarizada para esquerda (NELSON et al., 2000). Isto
pode implicar em diversos aspectos bioldgicos e ambientais, tais como, a toxicocinética
e a toxicodindmica do composto, pois, de acordo com a enantioseletividade, a
metabolizacdo ou degradacdo do composto pode ocorrer de maneiras diferentes e,

consequentemente, gerando produtos distintos (CASAS et al., 2016).
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Figura 8 - Estrutura quimica do IMZ.

De acordo com a FAO (2001) o IMZ possui massa molar de 297,18 g.mol™; sua
solubilidade varia de acordo com o pH, ou seja, quanto menor o pH da solugdo maior
sua solubilidade (180 mg.L™ em pH 7,6) e seu pKa é de aproximadamente 6,53 em pH
7. Em relagéo ao seu comportamento no ambiente, quando presente no solo, até 50% do
composto pode ser degradado entre 4-5 dias. No entanto, para atingir uma taxa de pelo
menos 90% de degradagdo sdo necessarios cerca de 54-68 dias. Apesar de degradado,
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apenas uma pequena fracdo do composto (9%) e totalmente mineralizada (CO, + H,0)
apos 115 dias, os outros 91% sédo transformados em produtos de degradacgdo, perdidos
por lixiviacdo ou escoamento. Quando em contato com a &gua, o IMZ é relativamente
estavel a hidrélise, mas apresenta taxa de degradacdo de 50% ap0s 18h de exposicdo
continua a irradiacdo solar em ambientes de agua doce. Contudo, necessita de 4-5 meses
para ser completamente degradado (BELENGUER et al., 2014).

A presenca do IMZ em corpos d’agua pode estar associada a campos de agricultura
préximos, principalmente quando ha intensificacdo da irrigacdo desses campos, ou
mesmo, através do descarte de efluentes industrias (DIAZ et al., 2013; BELENGUER et
al. 2014). Em estudos recentes foi identificado em concentra¢fes que variaram de 1,28
ng.L™" a 15 pg.L™! em rios da China, Espanha e Costa Rica (CASTILLO et al., 2006;
GAO, et al., 2012; BELENGUER et al., 2014; CCANCCAPA et al., 2016).

Ha cercas de 15 produtos registrados contento o IMZ em sua formulacdo. O Magnate,
por exemplo, possui de 98,5 - 98,9% de ingrediente ativo em sua composi¢do. Sua
classificagdo de acordo com a FAO foi definida como um produto Classe Il —
Moderadamente perigoso. No Brasil, sua classificacdo, em relacdo a satde humana,
determinada pela ANVISA foi de um produto Classe Il — Medianamente téxico. Em
relacdo ao meio ambiente, a classificacdo definida pelo IBAMA foi de um produto de
Classe Il — Muito perigoso ao meio ambiente, além de determinar que pode ser
altamente persistente no ambiente e altamente toxico para organismos aquaticos.

O IMZ é definido como um contaminante emergente. Isto significa que o fungicida
ainda ndo possui critérios ou normas de qualidade e os conhecimentos sobre seus efeitos
no ambiente ou na biota sdo escassos. De acordo com Sauvé & Desrosiers (2014), o
IMZ poderia ser classificado, dentro de contaminante emergente, como um composto de
preocupacdo emergente, ou seja, um contaminante que esta presente no ambiente ha
algum tempo, mas que apenas recentemente a comunidade cientifica vem estudando
seus possiveis efeitos no ambiente.

Devido a essas preocupacOes, diversos ensaios toxicolégicos comecaram a ser
realizados com o IMZ para definir qual seu nivel de periculosidade e como afetam
diversos organismos. Ensaios utilizando alevinos de Danio rerio, por exemplo,
comprovam que o pesticida pode afetar negativamente a sobrevivéncia de embrides,
provocar anomalias morfologicas como, ondulagfes na notocorda, tor¢do no tronco e na
cauda e edema cardiaco (SISMAN E TURKEZ, 2010). Em adultos da mesma espécie
foi identificado que o fungicida pode comprometer a locomocdo (JIN et al., 2016).
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Ensaios em ratos verificaram efeitos adversos em pardmetros reprodutivos e
neurocomportamentais (TANAKA, 1995), danos no DNA (VINDAS et al., 2004) e
inducéo a genotoxicidade (TURKEZ et al. 2011). Um ensaio realizado por Dikic et al.
(2012) destaca ainda que devido a efeitos sinérgicos com outros compostos o IMZ pode
apresentar potencial genotdxico mesmo em baixas concentracdes.

Além disso, também foi identificado que o composto pode afetar o desenvolvimento de
outras espécies, pois atua na inibi¢do da enzima CYP51 (esterol 14 a-desmetilase) do
citocromo P450 (EPA, 2005). A enzima CYP51 esta presente em diversos organismos
atuando na homeostasia, fluidez e permeabilidade da membrana celular, logo, a inibi¢édo
da mesma interfere na permeabilidade celular influenciando em fungdes vitais dos
organismos. Nos fungos o composto atua desmetilando os precursores do ergoesterol,
inibindo o crescimento e, consequentemente, causando a morte do individuo (ZARN et
al., 2003). Contudo, ndo foram encontrados estudos que contemplem os efeitos do IMZ
nesta mesma enzima em quaisquer outros organismos.

Ap0s ensaios in vitro, foi identificado que o IMZ é capaz de provocar danos no DNA de
células de leucécitos humanos (VINDAS et al., 2004). Em ratos foi indicado que o
fungicida pode causar danos severos ao DNA de hepatdcitos apos exposi¢do prolongada
(DIKIC et al, 2012). Em células de microalgas, foi observado um aumento
consideravel de células cloréticas (auséncia de clorofila) além de danos em seu DNA
(PRADO et al., 2015).

1.7. PROCESSQOS OXIDATIVOS AVANCADOS (POA’S)

Na maioria das vezes, os tratamentos indicados para remocéo de poluentes de rios ou de
aguas residuais estdo relacionados a métodos bioldgicos (ARANA et al. 2007). No
entanto, a toxicidade de diversos compostos organicos ndo é eficientemente removida
pelos métodos convencionais de tratamento. Logo, novas metodologias tém sido
estudadas, dentre elas, os Processos Oxidativos Avangados — POA’s, com o objetivo de
promover a mineralizacdo ou mesmo a diminuicdo da toxicidade de compostos
organicos (SAIEN & KHEZRIANJOO, 2008; ROCHA et al., 2013; SAGGIORO et al.,
2014). Os POA’s sdo tecnologias baseadas em reagdes ndo seletivas que visam a
degradacdo de compostos organicos através da formacdo do radical hidroxila (*OH)
(Figura 9).
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Figura 9 — Esquema da oxidagdo e mineralizagdo de contaminantes organicos através dos POA’s.

As reacOes de oxidacdo podem ocorrer tanto em fase aquosa e gasosa ou até mesmo em
fase sdlida (COMNINELLIS et al., 2008) e 0s POA’s podem ser divididos em sistemas
homogéneos ou heterogéneos, como demonstrado na figura 10. As reacGes podem
ocorrer na auséncia ou presenca de luz ultra-violeta (UV), além disso, a radiacdo pode
variar entre ultra-violeta visivel (UV-Vis) e ultra-violeta-C (UVC). Sendo assim, sdo
possiveis varias combinacGes e para cada uma delas, ha a geracdo de produtos de
fotodegradacédo distintos, assim como diferentes tempos para mineralizacdo total de um
mesmo composto (COMNINELLIS et al., 2008; SAGGIORO et al., 2014).

PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS
Reacdes homogéneas Reagdes homogéneas

Foatocatalise (T104)

Qzondlise.(0s)

Fenton (Fe) 0;+H,0
(alcalina)

Fe+H,0,+ UV

H;0, +UV

Ultrassom + HyO, Hy0, +UV+0y

Figura 10 — Diferentes metodologias de aplicacdo de Processos Oxidativos Avangados (POA’s).

Os POA’s, no geral, possuem diversas vantagens, como a degradacdo ou a remocao
completa de compostos organicos e a mudanca de valéncia de metais tdxicos, também

podem atuar em processos de desinfeccdo de 4gua, possuem baixo custo de instalacao, e
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sdo adaptaveis a pequenas escalas para paises em desenvolvimento (KOMMINENI et
al. 2008). No entanto, também é importante destacar que exsitem algumas desvantagens
em relagdo a sua aplicacdo, tais como: custo de operacdo relativamente elevado,
possivel formacéo de intermediarios de degradagédo potencialmente toxicos, necessidade
de mao-de-obra especializada para montagem e operacdo do sistema. Além disso, como
sd0 uma tecnologia emergente, sdo ainda necessdrias muitas pesquisas para sua
aplicacdo em larga escala (KOMMINENI et al. 2008).

Dentre os POA’s apresenatados na Figura 10, a fotocatalise heterogénea utilizando o
diéxido de titanio (TiOy), tem sido amplamente estudada nos Gltimos anos devido ao
seu baixo custo, auséncia de toxicidade e estabilidade fotoquimica. (COMNINELLIS et
al., 2008; KOMMINENI et al., 2008).

Alguns estudos ja foram realizados para analisar como ocorre a fotocatalise do IMZ,
tanto em aguas ultra puras (HAZIME et al., 2012; HAZIME et al.; 2014), quanto em
aguas residuais (JIMENEZ et al., 2014) e outros comparando as duas (SANTIAGO et
al., 2013; SANTIAGO et al., 2014). Nestes estudos, foram analisadas a eficiéncia de
diferentes metodologias que buscavam a optimizacdo da degradacdo do IMZ. Porém,
além da otimizacdo alguns trabalhos também verificam quais produtos intermediarios
sdo gerados durante a fotodegradacdo do composto (HAZIME et al., 2012; HAZIME et
al., 2014; CABO et al., 2018). Nos estudos realizados por Hazime et al. (2012) e
Santiago et al. (2013), os autores destacam que, durante o processo de fotocatalise do
IMZ, sdo formados compostos clorados, nitritos, nitratos, &cidos carboxilicos,

hidroxibenzenos e imidazol.
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2 JUSTIFICATIVA

Devido ao uso intensivo de agrotoxicos, estas substancias tém sido detectadas em
analises de agua, no solo/sedimento e na biota. Sluijs et al. (2015) comentam em seu
estudo, que o impacto de pesticidas sistémicos no meio ambiente e em Seus Servicos
ecossistémicos ainda séo incertos. Além disso, destacam que o acimulo desta classe de
pesticidas no solo pode provocar impactos na fauna edéafica e que isto,
consequentemente pode afetar a saude, estrutura do solo e a ciclagem de nutrientes.

A maioria dos ensaios de toxicidade realizados com pesticidas sdo focados em
exposicdo aguda enquanto que os efeitos a longo prazo séo mais relevantes para o
cenario ambiental. No caso do IMZ, a maioria dos ensaios utilizaram organismos
vertebrados, poucos foram os que verificaram como o pesticida atua em invertebrados
(CASTILLO et al., 2006; PENNATI et al., 2006; ZEGA et al., 2009) e apenas um
(LEEMPUT et al., 1989) analisou a toxicidade do mesmo em organismo edafico.
Contudo, o IMZ ndo esta presente apenas no solo. Devido a sua dispersdo por diferentes
vias, incluindo pulverizacdo, escoamento de terras agricolas (BARTH et al., 2008) e
sedimentos contaminados (BERMUDEZ-COUSO et al., 2007), fontes de poluico
classificadas como difusas, favorece sua dispersdo e sua determinagdo em diferentes
corpos d’agua. Além destas fontes, existem as chamadas fontes de polui¢do pontuais,
como o caso de indudstrias que processam alimentos, que podem gerar efluentes nos
quais contém, dentre outros compostos, agrotoxicos (JIMENEZ et al. 2014).

Apesar das fontes pontuais apresentarem vantagens as fontes difusas, no que diz
respeito a facilidade no monitoramento, os tratamentos convencionais modernos
aplicados em estacbes de aguas residuais, ndo foram projetados e ndo possuem
eficiéncia suficiente para eliminar alguns compostos presentes nos efluentes.

Dentre diferentes processos que tém sido sugeridos para melhoria de eficiéncia no
tratamento de efluentes industriais temos a fotocatalise. O processo de fotocatalise
possui grande capacidade destrutiva de moléculas orgéanicas, devido a producdo de
radicais hidroxila, demonstrando potencial para tratar &gua residuais contaminadas com
poluentes organicos persistentes (SAGGIORO et al. 2014). No Brasil hd uma caréncia
de estudos sobre degradacdo quimica de compostos emergentes presentes em aguas
(MBOULA, 2013). Em geral, contaminantes emergentes possuem efeitos
ecotoxicoldgicos pouco conhecidos, além disso, efeitos citotoxicos e de estresse

oxidativo costumam ser pouco pesquisados. Deve-se levar em consideragdo que ndo é
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sempre que um processo oxidativo avancado (POA) consegue reduzir ou eliminar a
toxicidade de efluentes, logo, torna-se importante a avaliacdo ecotoxicoldgica do
efluente tratado.

Muitos pesquisadores tém estudado sobre a degradacdo do IMZ através da utilizacéo de
POA’s, visando analisar a eficiéncia da degradagdo do fungicida sob diferentes
metodologias e comparando diferentes matrizes. Contudo, ndo foram encontrados
estudos que analisassem a toxicidade do composto ap06s a degradacdo. Tendo em vista
que, em alguns casos, a mineralizacdo completa do composto ndo € atingida, a
toxicidade dos fotoprodutos gerados pelos processos de degradacdo deve ser também
analisada em ensaios ecotoxicoldgicos (HAZIME et al., 2012; SANTIAGO et al., 2013;
HAZIME et al., 2014; JIMENEZ et al., 2014; SANTIAGO et al., 2014; SANTIAGO et
al., 2015).

Sendo assim, os resultados provenientes de testes ecotoxicoldgicos utilizando anelideos
podem ser importantes em varios aspectos. Poderdo determinar quais os danos causados
a espécie, além de seus possiveis efeitos ao ecossistema a qual determinado organismo
esta inserido. Também poderao servir de subsidio para tomadas de medida frente a esses
contaminantes, uma vez que a informacdo acerca sobre essa classe ainda é incipiente e
por fim, incentivar organiza¢Ges, como ABNT, a padronizar uma variedade maior de

ensaios com organismos terrestres.
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3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade do fungicida IMZ e de seus

fotoprodutos de degradacgéo por POA no organismo terrestre Eisenia andrei.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a eficiéncia na degradacdo do IMZ, em relagdo ao tempo de exposicao,
utilizando diferentes metodologias de fotodegradacéo;

- Estudar a toxicidade aguda e crbnica; CLso; e alteragdes comportamentais em
organismo terrestres da espécie Eisenia andrei ap0s exposi¢do ao fungicida IMZ e seus
fotoprodutos;

- Analisar os efeitos subletais do IMZ e dos seus fotoprodutos por meio de
biomarcadores de estresse oxidativo e células do fluido celéomico no organismo Eisenia

andrei.
3.3. HIPOTESES

No unico estudo de toxicidade do IMZ com anelideos realizado por Leemput et al.
(1989), foi observado que a CLsy de anelideos expostos ao imazalil ocorreu na
concentracdo 541 mg.Kg™ do composto durante o ensaio agudo. Sendo assim, espera-se
que, durantes os ensaios, principalmente o ensaio crénico, sejam observadas alteracdes
celulares e enzimaticas para 0s organismos expostos ao IMZ. Além disso, levando em
consideracdo que o objetivo da fotocatdlise a ser aplicada € a mineralizacdo do
composto, presume-se que a toxicidade do IMZ diminuira apos o tratamento com POA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. FOTODEGRADACAO DO IMAZALIL

4.1.1. METODO CROMATOGRAFICO

Primeiramente, foram realizadas analises espectrofotométricas, visando determinar o
comprimento de onda mé&ximo no qual o composto seria identificado. Para isso foi
utilizado espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1601PC. A identificacdo do comprimento de
onda foi baseada no estudo realizado por Santiago (2013), que determinou IMZ A max.
= 225 nm. Em seguida, o IMZ foi identificado e quantificado por cromatografia liquida
utilizando HPLC-DAD Agilent 1200 Series, coluna Zorbax C18 Plus (5um — 4.6 x 250
nm) e metodologia de acordo com a tabela 3. O limite de quantificacdo e detec¢do do
IMZ foi de 5 pg.L™ e 2 pug.L™?, respectivamente.

Foram realizadas duas curvas analiticas para determinar a concentracdo do IMZ durante
a fotocatalise. A primeira curva com concentrages variando de 1 - 6 mg.L™ e a segunda

variando de 0,5 - 0,005 mg.L™, ambas com ajuste de R2 acima de 0,997.

Tabela 3 - Método cromatografico utilizado na identificacéo e quantificacdo do IMZ.

Método cromatografico

Fase movel A Acido Férmico (25 mM)
Fase mével B Acetonitrila (100%)
Tipo de fase movel Gradiente (70:30)
Fluxo 1 mL/min

Volume de inje¢do X L
; 20 pL (1-6 mg.L™) /100 pL (5-500 pg.L™)
(faixa de concentracéo)

4.1.2. FOTODEGRADACAO COM RADIACAO UV-VIs

Foi preparada uma solucdo de IMZ PESTANAL® (Sigma-aldrich, 99,8% de pureza) no
volume de 100 mL e concentracdo de 5 mg.L™. A diluicio foi realizada utilizando 4gua
ultrapura. A solucéo foi irradiada em reator de luz UV-Vis utilizando lampada de vapor
de mercurio de 125 W. A solucdo ficou em agitagdo e sob irradiacdo pelo periodo de
180 minutos. Em tempos pré-determinados (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos)

aliquotas de 5 mL foram coletadas e levadas para serem analisadas em HPLC-DAD.
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4.1.3. FOTOCATALISE COM T10,— FOTOCATALISE | E Il

Para este ensaio foram utilizadas duas solugdes de imazalil PESTANAL® (Sigma-
aldrich, 99,8% de pureza). Na primeira solucdo o composto foi diluido em agua
ultrapura (Fotocatélise 1). Na segunda solucdo a diluicdo ocorreu primeiramente com 1
mL de solvente (metanol) e foi completado com agua ultrapura (Fotocatalise 11). Ambas
solucBes apresentaram volume final de 100 mL e concentracdo de 5 mg.L™*. Apés a
diluicdo foi adicionado a cada solucao TiO, P25 (Evonik) na concentracdo de 200 mg.L"
1 (SAGGIORO et al., 2014). As solucdes foram deixadas em temperatura ambiente, no
escuro e sob agitacdo pelo periodo de 30 minutos, para que ocorresse o equilibrio de
adsorcdo/dessorcdo. Em seguida, as solucdes foram submetidas a irradiacdo por
lampada de vapor de mercurio 125W. Em tempos pré-determinados (0, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150, 180 minutos), aliquotas de 5 mL eram coletadas, filtradas em filtro de
seringa nylon (Analitica-0,22 um-13 mm) para retirada do TiO,, e analisadas
individualmente em HPLC-DAD.

4.1.4. FOTOCATALISE COM T10, SUPORTADO — FOTOCATALISE 111

Neste experimento foram utilizadas como substrato de aderéncia do TiO, esferas de
vidro borosilicatadas de 6 mm de didmetro. As esferas foram previamente lavadas com
agua ultrapura e sabdo para eliminacdo de poeira. Em seguida, foram imersas em
solucdo de &cido sulfarico durante 30 minutos, para que assim houvesse a formacéo de
poros. Apds, foi realizada a lavagem com agua ultrapura e as esferas foram secas a 60°C
(JIMENEZ et al., 2014).

- Sintese do TiO,
Para realizacdo da sintese do TiO, foi utilizada a técnica de sol-gel (GOMIS et al.,
2014). Nesta técnica foi feita a acidificacdo de 1,8 L de 4gua com 13 mL de é&cido
nitrico, homogeneizada sob agitacdo magnética. Em seguida, foi adicionado butoxido de
titanio (1V) (= 97%, Sigma—Aldrich) a solucdo e mantida sob agitacdo pelo periodo de
24 h para que ocorresse a diluicdo completa do composto. Depois da solu¢do formada,
foi adicionado polietileno glicol diluido em isopropanol na concentragdo de 20 mg.L™.
A acidez da solucéo entfo foi regulada para pH 2,4-2,5 e adicionado 10 g.L™ de TiO,
(Evonik P-25) e mantida a agitacdo (JIMENEZ et al., 2014).
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- Recobrimento

A aderéncia da substancia as esferas de vidro foi realizada utilizando o método dip-
coating. Para isso, as esferas foram imersas por 60 segundo no TiO, previamente
sintetizado. Apo0s recobertas, as esferas foram secas a 110°C pelo periodo de 90 minutos
e em seguida submetidas a temperatura de 400°C durante 5 horas, para que assim
ocorresse a calcinacdo, ou seja, a eliminacdo de impurezas e, principalmente, a ligagédo
do titdnio com a silica presente nas esferas. Ao final, as esferas foram lavadas com agua
ultrapura para retirada do excesso de TiO,. Ao final, foi obtida a concentracéo de 0,6
mg de TiO, na superficie da esfera.

Para o ensaio da fotocatalise foi utilizado um bécker de 200 mL no qual foi depositado
em seu fundo um agitador magnético e uma rede de plastico para atuar como suporte
das esferas de vidro. Foram utilizadas aproximadamente 25 esferas de vidro para 100
mL de solucdo de IMZ na concentragdo de 5 mg.L™. Apds a adicdo das esferas de vidro
e da solucgéo, o recipiente ficou em local escuro e foi mantido sob agitacdo constante
pelo periodo de 30 minutos. Em seguida, foi levado para ser irradiado por lampada
vapor de mercurio de 125W. Em tempos pré-determinados (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e

180 minutos) foram retiradas aliquotas de 5 mL e levadas para analise em HPLC-DAD.

4.1.5. ANALISE DE DADOS

Em todos os experimentos foi realizado o célculo do percentual de degradacdo de

acordo com a equagéo |I.

Absinicial— AbSfinar * 100

Equacao I:

AbSinicial

Também foram calculadas as concentracdes de IMZ apds as degradacOes, para iSso

foram utilizadas as equacdes Il e 111, para altas e baixas concentracdes, respectivamente.

Equacdo Il: y = 18317x + 122,58 (R2 = 0,9979)
Equacéo Il: y = 1636,4x + 99,677 (R2=0,9472)

Os tempos de degradacao utilizados nos ensaios ecotoxicologicos foram definidos de

acordo com a concentragdo de IMZ presente em cada tempo de fotodegradacdo. Sendo
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assim, foram utilizados os tempos de 6, 18, 35 e 90 minutos de fotocatlise por
apresentarem, respectivamente, 70; 35; 10 e 0 % da concentracdo inicial de IMZ

utilizada para fotodegradacéo.

4.2. ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

4.2.1. SoLo
Para os ensaios de fuga, agudo e cronico foi utilizado o solo coletado no campo
experimental da Embrapa Agroecologia, localizada no municipio de Seropédica — RJ.
O solo foi analisado pelo laboratério da Embrapa Solos (RJ) para determinar o teor de

areia, silte, argila e matéria orgénica (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas do Latossolo Vermelho amarelo.

Caracteristicas Concentracéo (9.Kg’
Teor de areia 605,5
Teor de silte 106,7
Teor de argila 287,7
Matéria organica 8,3

De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solo (EMBRAPA, 2013), o
solo coletado e utilizado nos experimentos foi determinado como Latossolo VVermelho-
amarelo e foi escolhido por ser o mais representativo do territério brasileiro. No
Laboratorio de Ecotoxicologia do CESTEH (Centro de Estudos da Saude do
Trabalhador e Ecologia Humana) na Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) foi determinada
a capacidade de campo (CC) e o pH do solo em &gua (5,7). A umidade foi corrigida e
mantida em 60% (OECD, 1984; USEPA, 1996) e ndo houve necessidade de correcdo de

acidez.

4.2.2. ORGANISMO TESTE

Os anelideos da espécie E. andrei foram adquiridos no minhocario Arbérium (RJ),
transportados e cultivados no Laboratdrio de Ecotoxicologia do CESTEH da Fiocruz.

Foi utilizado esterco bovino a 25+2 °C e umidade em 50% da CC, como fonte de

39



matéria organica para 0s organismos. Apenas organismos adultos foram selecionados
para 0s ensaios, 0s mesmos tinham aproximadamente 2 meses de idade, clitelo bem
desenvolvido e peso individual entre 300 e 600 mg (ISO 11268-1, 2012). Previamente
aos ensaios 0s organismos foram aclimatados (20+2 °C) por 24 h, em seguida foram
individualmente lavados com agua ultrapura e pesados em balanca analitica (Sartorius
MC1).

4.2.3. ENSAIO DE CONTATO E CLsg

O ensaio de contato em papel de filtro (Figura 11) foi realizado de acordo com a
metodologia descrita pela OECD 207 (OECD, 1984). Cada béquer (50 mL) foi forrado
com papel de filtro (Whatman N°.2) no tamanho 12 x 5 cm. Em seguida, o papel de
filtro foi umedecido, de maneira uniforme, com 1 mL da solucdo de IMZ nas
concentracdes de 0; 0,01; 0,1; 1 e 10 mg.L™, correspondendo a 0,16; 1,66; 16,6; 166
Hg.cm™. Para avaliar o efeito dos fotoprodutos da degradagdo do composto, este ensaio
também foi aplicado com 1 mL da solucio de IMZ (5 mg.L™) submetida a 6, 18, 35 e
90 minutos de degradacdo por fotocatalise mediado por TiO,. Apds o recipiente ser
preparado foi adicionado um organismo em cada béquer sendo empregadas 20
replicatas por concentracdo. Os recipientes foram fechados com parafina e perfurados
para que assim evitasse a fuga de organismo e a0 mesmo tempo pudesse ocorrer a
oxigenacdo. Os frascos foram mantidos no escuro, a temperatura de 25 °C e
acomodados na horizontal. Ap6s os periodos de 24, 48 e 72 horas os organismos foram
pesados, identificando o numero de individuos mortos e anomalias morfoldgicas.
Ambos os ensaios foram realizados com amostras controle umedecidas com agua

ultrapura.

—_—

’ Controle
Agua Tipo |

0,16; 1,66; 16,6 e 166 20 replicatas
FP-6, FP-18, FP-35 e FP-90

Figura 11 - Esquema do ensaio de contato realizado com o IMZ e os diferentes tempos de fotocatalise.

—
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4.2.4. ENSAIO DE FUGA

O teste de fuga foi realizado de acordo com o procedimento proposto pela ISO 17512-1
(2011) nas concentracdes de 0,1; 1, 10 mg.kg™ de IMZ e com a solucéo inicial de 5
mg.L* submetida aos tempo de degradacédo de 6, 18, 35 e 90 minutos (Figura 12). Em
um recipiente dividido em duas se¢des, separadas por uma divisoria, foram depositadas
amostras de solo com 200 g cada. Uma das secBes teve o solo umedecido com agua
ultrapura e a outra umedecida com as diferentes solucdes testadas. ApGs o preparo, a
diviséria foi retirada e no espago deixado foram depositados 10 organismos, em cada
recipiente, possibilitando o livre deslocamento dos individuos. Os recipientes foram
fechados com tecido microperfurado para favorecer a oxigenacdo e evitar fuga. Apos 48
h do inicio da exposicdo, em cada sec¢do de solo, os organismos foram retirados, pesados
e quantificados os vivos e mortos. Foi utilizado o delineamento experimental

completamente casualizado, com trés repeticdes.

Frasco de 500 mL
2 partes

0,1; 1; 10 mg.Kg-*

Agua Tipo |
IMZ

Tratado = N 3 repl ic_atas
FP-6, FP-18,FP-35 10 organismos
e FP-90 0

Contagem
Apobs 48 h

Figura 12 - Esquema do teste de fuga realizado com IMZ e os diferentes tempos de fotocatalise

A resposta de fuga as diferentes concentragdes foi obtida através da equagéo 1V (ISO,
2011), onde, uma resposta liquida (RL) positiva significa fuga enquanto que uma RL
negativa significa "ndo resposta” ou "atracdo" pela substancia quimica testada. De
acordo com a ISO 17512-1 (2011), h&a uma possivel perda na funcdo de habitat quando

o0 porcentual de fuga dos organismos é acima de 80 %.
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Equagéo IV: RL = % * 100%

RL = Resposta Liquida; C = total de organismos no controle; T = total de organismos no solo tratado; e
10 = total de organismos por repeticao.

4.2.5. ENSAIO AGUDO E CRONICO EM SOLO

Os testes agudo e cronico foram realizados segundo as normas I1ISO 11268-1 e 11268-2
(ISO, 2012) com algumas adaptactes. Os experimentos foram realizados em condicGes
controladas de temperatura (25 °C) e em circuito fechado, ou seja, sem a renovacao do
composto durante o ensaio. Em béqueres de 400 mL acrescidos com 200 g de solo
foram pipetados 35 mL da solugdo de IMZ nas concentragdes de 0,01; 0,1; 1 e 10
mg.kg™ ou com 35 mL de solucéo inicial de 5 mg.L* de IMZ submetida aos periodos de
6, 18, 35 e 90 minutos de degradacdo. Apds a homogeneizacdo foram adicionados dez
organismos por béquer e cada concentracdo dispds de seis replicatas (Figura 13). Os
béqueres foram cobertos com tecido microperfurado para permitir a oxigenacao durante
0 experimento e evitar a saida dos organismos.

O ensaio agudo foi avaliado no 15° dia de experimento, no qual foi observada a
mortalidade dos individuos e a variacdo de biomassa. Para realizacdo do ensaio crénico
foi feito o prolongamento do ensaio agudo, sob as mesmas condicdes, pelo periodo de
45 dias. Neste ensaio foi realizada a contagem e pesagem dos organismos a cada 15 dias
para posteriormente avaliar a taxa de mortalidade, variacdo da biomassa e anomalias
morfoldgicas. Em ambos os ensaios houve a regulacdo da umidade e adicdo de esterco a

cada 7 dias.
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Bécker de 500 mL

Controle
Agua Tipo |

IMZ 5 replicatas Contagem e
0,01;0,1;1; 10 10 minhocas pesagem

FP-6, FP-18, FP-35,

- 15, 30 e 45 dias

Figura 13 - Esquema do ensaio agudo e cronico realizado com o IMZ e os diferentes tempos de
fotocatélise

4.2.6. ENSAIO DE REPRODUCAOQ

O ensaio de reproducdo foi realizado sob as mesmas condi¢fes dos ensaios agudo e
crénico. No entanto, foram utilizadas apenas 3 replicatas de cada concentracdo e a sua
duracéo foi de 90 dias (Figura 14). Ao final, o experimento foi aberto para entdo ser
analisada a presenca ou auséncia de casulos e individuos jovens. Com o objetivo de
apresentar dados comparativos e validar os ensaios, estes testes foram acompanhados de
amostras controle umedecidas com &gua ultrapura. Semanalmente foi realizada a adic¢éo

de esterco e correcdo da umidade.

Bécker de 500 mL

Agua Tipo |

0,01;0,1;1; 10 3 replicatas
mg.Kg-! de IMZ 10 minhocas

FP-6, FP-18, FP-35
e FP-90

Figura 14 - Esquema do ensaio de reproducdo realizado com o IMZ e seus diferentes tempos de
fotocatalise

4.3. DETERMINACAO DOS BIOMARCADORES
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4.3.1. COLETA DO FLUIDO CELOMICO

Durante os ensaios de contato (item 3.2.3), agudo (item 3.2.4) e crénico (item 3.2.5), 0s
organismos expostos ao IMZ e seus fotoprodutos foram submetidos a coleta de fluido
celémico pelo método de extrusdo adaptado de Eyamber et al. (1991). Trés organismos
de cada concentragdo foram utilizados neste ensaio. Cada organismo era transferido
para um tubo de ensaio e a este pipetado 200 pL de solucdo de extrusdo. O meio de
extrusdo consiste de 5,0 % de etanol em solucdo salina (0,85 g de NaCl gs 100 mL
H,0), acrescido com 2,5 mg.mL™ de EDTA, 10 mg.mL™ do agente mucolitico guaiacol
glicerol éter, e ajustado a pH 7,3 com solucéo de NaOH 0,01 mol.L™. Apés 3 min, 800
pL de LBSS (Lumbricus Balanced Salt Solution - 4,18 g NaCl; 0,35 g KCI; 0,27 g
MgSO,4.7H,0, 0,054 g KH,POy4; 0,08 g Na;HPO,.7H,0, 0,35 g NaHCO3; em 1 L de
agua tipo 1 e pH 7,3 ajustado com solucdo de NaOH) foi adicionado em cada tubo e o
organismo retirado em seguida, conforme adaptacdo do método de Stein et al. (1982). A
solucdo foi mantida refrigerada (4 °C) e ap06s repouso por 30 min 700 pL do
sobrenadante foi retirado e a amostra homogeneizada no vortex para execu¢do de dois

procedimentos posteriores (Figura 15).

Ensaio de contato

24, 48, 72h )
N 3 organismos/ » Sol. Extrusédo » Sol. Tampéo
concentragdo 200 pL por 3 min 800 pL
Ensaio cronico

15, 30, 45 dias 3

Decantar

- 30 min

Densidade e P Neubauer 3
Viabilidade aliquota + corante ;
| Retirar
Tipagem celular € Lamina
Pag aliquota + fixacao

sobrenadante

Figura 15 - Esquema da analise de fluido celémico de anelideos expostos ao IMZ e seus diferentes
tempos de fotocatalise

- Densidade e Viabilidade
O primeiro procedimento determinou a densidade e a viabilidade dos coelomdcitos.
Para isso foram adicionados 30 pL da amostra com mais 30 pL de corante Tryplan Blue
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em Eppendorf e desta mistura foram retirados 20 pL de aliquota para serem depositados
em Neubauer espelhada. A cdmara de Neubauer foi observada em microscopio
(Olimpux CX31) com aumento de 10x, acoplado a uma camera (Olympus Camedia C-
5060 Wide Zoom) para registro fotofigura das células. Foram contabilizados nimeros
totais de células coradas e ndo coradas para determinar, a densidade (Ciotal — Ccorada) € @
viabilidade celular (Cita/Ceorada X 100) dos organismos expostos ao IMZ e a seus
fotoprodutos.
- Tipagem celular

O segundo procedimento foi realizado para determinar os tipos e a proporcao das
células presentes no sistema imunoldgico do organismo E. andrei. Neste procedimento
foram pipetados 20 pL de amostra do fluido coelomdécito, em Iamina microscopica para
arraste da amostra. Apos 24 h de secagem em temperatura ambiente, as ldminas foram
submersas em metanol por 10 min e lavadas com &gua tipo 1. Com a retirada do excesso
de 4gua, as laminas foram submersas em um recipiente com corante Guiemsa 5 %
durante 10 min. As células coradas foram analisadas com auxilio do microscépio
(Olimpus CX31) com aumento de 100x, e identificadas as proporc¢des das células do
sistema imunoldgico do organismo.

Todos os procedimentos foram realizados em duplicatas e analisados em comparacao as

amostras controle.

4.3.2. ENZIMAS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Assim como nas andlises de fluido celémico, as enzimas analisadas foram obtidas de
organismos expostos as diferentes concentracdes de IMZ e seus fotoprodutos apos 0s
ensaios de contato, agudo e cronico. Para quantificagdo das enzimas GST e CAT, o
organismo foi adicionado a um tubo de ensaio de pléastico e a este pipetado 2.000 pL de
solugdo LBSS. Em seguida, o mesmo foi homogeneizado por aproximadamente 2
minutos a 10.000 rpm, utilizando para isso o triturador Ultra Turrax IKA T18 Basic.
Apbs, o homogeneizado foi levado para centrifuga (CIENTEC CT 6000) e
centrifugados por 10 minutos a 3.000 rpm e a fase liquida foi separada para posterior
analise dos biomarcadores de estresse oxidativo em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-
VIS 1601) utilizando para isso cubetas de quartzo de 3 mL (Figura 16).
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Ensaio de contato

24, 48, 72h
W 3 organismos/ Y Homogenizar Y Centrifuga
concentragao 2000 pL LBSS 10 min 3000 rpm
Ensaio cronico

15, 30, 45 dias l

Espectrofotdmetro GST
60 seg. 340 nm Diluicéo 1:3
Separar
F sobrenadante

Espectrofotdmetro
15 seg. 240 nm

e
e

Catalase
Diluicdo 1:50

Figura 16 - Esquema da andlise de enzimas de estresse oxidativos de anelideos expostos ao IMZ e seus
diferentes tempos de fotocatalise

- Glutationa S-transferase (GST)
Para determinagdo da GST foi utilizada a metodologia descrita por Habig et al. (1984),
para isso foi necessario realizar a diluicdo da fase liquida extraida previamente dos
organismos, tal diluicdo foi feita na proporg¢éo 1:3 (100 puL da amostra para 300 uL de
agua ultrapura). Na leitura em espectrofotdmetro primeiro foi determinado o branco,
que consistiu em 2.800 pL de solugdo tampao fosfato de potassio 100 mM (11,3 g de
KH,PO4; 2,96 g de K,HPO, diluido em &gua ultrapura e pH 6,5), 100 uL de L-
glutathiona reduzida — GSH (0,0461 g diluido em 5 mL de solucdo tampé&o fosfato de
potassio 100 mM) e 100 pL de s-chloro-2,4-dinitrobenzene — CDNB (0,06089 g diluido
em 10 mL de etanol). Em seguida, determinadas as amostras utilizando em 2700 uL de
solucdo tampdo fosfato de potassio 100 mM, 100 pL de GSH, 100uL de amostra
previamente diluida e 100 uL de CDNB. Todas as amostras foram lidas no modo
cinético durante 60 segundos e em comprimento de onda de 340 nm. Ao final da leitura
foram anotados os valores de AAbs/min. Todas as amostras foram determinadas em
triplicata e a leitura de cada amostra foi realizada pelo menos duas vezes.

- Catalase (CAT)
Nesta andlise, realizada de acordo com a metodologia de Aebi (1984), 500 uL da fase
liquida obtida previamente foi pipetada para um baldo volumétrico de 25 mL e este
completado com agua ultrapura. Este preparado, também definido como lisado, foi

analisado por espectrofotometria. Para isto foram utilizadas duas cubetas de quartzo de
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3 mL, a primeira sendo a cubeta de referéncia e a segunda cubeta contendo a amostra.
Na cubeta de referéncia foram adicionados 1 mL de tampdo fosfato 50mM (4,16 g de
KH,PO,. 2,74 g de Na;HPO,4, em 1 L de agua ultrapura e pH 7,0 ajustado com solugéo
NaOH) e 2 mL de lisado, enquanto que na cubeta da amostra foram adicionados 1 mL
de substrato de trabalho (85uL de H,O, em baldo volumétrico de 25 mL, completado
com solucdo tampdo fosfato de s6dio 50 mM) e 2 mL do lisado. Para obtengdo do
branco foram adicionados 1 mL de tampdo fosfato de s6dio 50mM e 2 mL de &gua
ultrapura na cubeta de referéncia e na cubeta da amostra foram adicionados 1 mL de
substrato de trabalho e 1 mL de &gua ultrapura. A leitura foi realizada no modo cinético
com duragdo de 15 segundos e comprimento de onda de 240 nm. Todas as amostras
foram obtidas em triplicata e cada leitura foi realizada pelo menos duas vezes. O valor

de AAbs/min foi anotado para posterior analise.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados diferentes testes estatisticos para o0s diversos experimentos
executados. A expressdo dos resultados obtidos com os dados das anéalises de biomassa
e mortalidade (NBR 15537/ ABNT, 2014), foram analisados através de ANOVA
(Andlise de Varidncia) com teste de Bonferroni, utilizando o programa Prism 5. As
analises estatisticas dos resultados oriundos do ensaio de reproducdo e dos
biomarcadores foram realizadas pelo programa R 3.4.3 utilizando Kruskal-Wallis com
pos teste de Fisher. Todas as analises foram realizadas com intervalo de confianca de

95% e as amostras comparadas com o controle.
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5 RESULTADOS

5.1. FOTODEGRADACAO DO IMAZALIL

Os ensaios de fotodegradacdo possibilitaram observar a degradacdo do IMZ apés a

utilizacdo de diferentes metodologias (Figura 17).

ceeree UV-Vis - A= Fotocatélise |
+— Fotocatalise 11 =m=— Fotocatalise IlI

C/COo
o
»

A,
0 50 100 150 200
Tempo de irradiagéo (min)

Figura 17 - Gréfico comparativo das diferentes fotodegradagdes realizadas.

Fotocatalise I: UV-Vis + TiO,. Fotocatalise 1l: UV-Vis + TiO, + MeOH; Fotocatalise 111: UV-Vis + TiO,
suportado. [TiO,] = 200 mg.L™.

C: Concentracdo fina; Cy: Concentracdo inicial.

Na primeira metodologia aplicada, o ensaio utilizando somente a irradiagdo por luz UV-
Vis, foi possivel observar que ao longo de 200 minutos de exposi¢do ao reator, houve
uma diminuicdo de apenas 4% na concentracdo de IMZ. Ou seja, houve degradacao do
composto, mas a mesma ocorreu de modo lento. Tal comportamento foi semelhante ao
observado no ensaio de fotocatalise Il, este utilizando além da radiacdo UV-Vis, o TiO;
e 0 metanol. O ensaio nédo apresentou degradacdo alguma ao longo de todo o tempo de
exposicdo ao reator. Contudo, tanto a fotocatalise I, utilizando UV-Vis e TiO, em
suspensdo, quanto a fotocatalise IlI, utilizando luz UV-Vis e TiO, suportado,
apresentaram niveis de degradacdo bem acima dos observados nos ensaios de UV-Vis e
fotocatalise II.

Na fotocatalise | foi possivel observar que nos primeiros 45 minutos de exposicao
houve a degradacdo de aproximadamente 95% do IMZ. Apos esse periodo, ocorreu uma
diminuicdo na velocidade de reagdo, sendo entdo necessario 0 mesmo tempo de

exposicdo para degradacdo de uma quantidade menor do composto (5%). A partir dos
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90 minutos nédo foi possivel quantificar por cromatografia liquida com HPLC-DAD a
presenca do IMZ na solugéo.

A fotocatélise 1ll apresentou uma degradagdo gradual ao logo do tempo. A cada 15
minutos foi observado que a degradacdo do IMZ variava entre 16-22% em relacdo a
concentracdo anterior, isto ocorreu até os 90 minutos de exposicdo. Apds esse tempo,
assim como na fotocatalise I, a velocidade da reacdo diminuiu e a degradacdo passou a
variar entre 7-3%. O composto ndo foi mais identificado pela cromatografia apos 180

minutos de fotocatalise.

5.2. ENSAIO DE CONTATO: IMAZALIL

Durante o ensaio de contato realizado com o IMZ néo foi possivel estabelecer a CLsg
devido ao baixo numero de mortes dos organismos. Além disso também ndo foi
observada diferenga, ao longo do tempo, na biomassa dos organismos expostos ao

pesticida quando comparados ao controle (Figura 18).

| Inicial m24h E48h @72h
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Biomassa (g)

Controle 0,16 1,66 16,6 166
Concentracao (ug.cm?)

Figura 18 — Gréfico da variacéo da biomassa de anelideos expostos ao IMZ durante o ensaio de contato.

No entanto, foram observadas anomalias morfoldgicas em organismos expostos a todas
as concentracOes de IMZ. Dentre as anomalias, foi possivel identificar inchacos (Figura
19a), principalmente na regiéo clitelar dos anelideos expostos a todas as concentragdes
de IMZ. Além disso, também foi observada perda de pigmentacdo (Figura 19b) e
estrangulamento (Figura 19c). Em alguns casos 0s organismos sofreram extrusdo do
fluido celomico (Figura 19d). Além das anomalias morfoldgicas, foi observado que
alguns organismos apresentavam letargia e sensibilidade ao toque, quando estimulado

com uma pinca.
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Perda de pigmentacéao Inchago na regido clitelar
2 -2
(0,16 mg.cm ) (16 mg.cm )

Estrangulamegto Extrusdo do fluido celémico
- 2
(166 mg.cm ) (166 mg.cm )

Figura 19 - Alteragcbes morfoldgicas observadas em anelideos expostos ao IMZ durante o ensaio de
contato.

5.2.1. FLUIDO CELOMICO

No decorrer dos ensaios foram observados trés tipos de células do sistema imunoldgico
presentes no fluido celédmico dos anelideos da espécie E. andrei. Estas foram
identificadas, de acordo com Kurek et al. (2007), como sendo: Eledcitos (Figura 20a),
Amebdcitos Hialinos (Figura 20b) e Amebdcitos Granulares (Figura 20c).

Eledcitos Amebdcito hialino Amebdcito granular

Figura 20: Células do sistema imunolégico de anelideos da espécie E. andrei.
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Ao decorrer do ensaio de contato realizado com o IMZ ndo foi observada variacéo das
celulas presentes no sistema imunoldgico de anelideos nas primeiras 24 horas (Figura
21a) de exposicdo ao fungicida (p > 0,05). Todas as concentracBes, neste periodo,
apresentavam uma proporc¢do de células do tipo Eledcito que variaram entre 31 — 21%.
No entanto, apos 48 horas (Figura 21b) houve um aumento na proporc¢éo de Eleocitos (p
< 0,05). Em relacéo ao controle, este aumento foi de 15 e 32% para as concentragdes de
1,66 e 16,6 pg.cm, respectivamente. Ao final das 72 horas de exposicdo (Figura 21c),
apenas o0s anelideos expostos & concentragdo mais alta (166 pg.cm™) apresentaram uma

diminuicdo no namero de Amebacitos (p < 0,01).

a) m Eledcito = Amebdcito b) mEledbcito @ Amebdcito
100% 100% al al
50% 50%
0% 0%
2 o (S o ) ) o © o o
&,&O\ Q} \“b '\(oﬂ \b ’60\ Q} \ab \‘0" \,(o
CJO QOQ

Concentragéo (ug.cm-2?) Concentracéo (ug.cm-2)

C) m Eledcito @ Amebdcito
100% al
50%
0%
2 © © (S (S
&@\ N T SN
C)O

Concentracéo (pg.cm-2)

Figura 21 — Gréfico da proporcdo de células encontradas no fluido celémico de anelideos da espécie E.
andrei expostos ao IMZ durante o ensaio de contato: (a) 24 h; (b) 48 h; (c) 72 h. * Difere estatisticamente
do controle (p < 0,05)

Durante o ensaio também foi observada a variagcdo da densidade e da viabilidade celular
nos organismos exposto ao IMZ. A densidade (Figura 22a) ndo apresentou qualquer
variacdo em nenhuma das concentracBes nas primeiras 48 horas de exposicdo ao
fungicida (p > 0,05). Porém, apos 72 horas, houve um aumento (p < 0,05) na densidade

celular dos organismos expostos & concentracdo mais alta (166 pg.cm™) do fungicida.
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Figura 22 — Gréfico da (a) densidade e (b) viabilidade celular dos organismos exposto ao IMZ durante o
ensaio de contato. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05)

Quanto a viabilidade celular (Figura 22b), assim como ocorreu com a densidade, ndo
houve variacdo durante as primeiras 48 h (p > 0,05). Contudo, 0s organismos expostos
as duas concentragdes mais altas (16,6 e 166 pg.cm™) demonstraram um declinio na

viabilidade das células ap6s 72 h de contato com o composto (p < 0,01).
5.2.2. ESTRESSE OXIDATIVO

Ao analisar os biomarcadores de estresse oxidativo durante o0 ensaio de contato
realizado com o IMZ, pode-se observar o decaimento da atividade enziméatica da GST
(Figura 23a) ao longo do tempo quando comparado ao controle. Essa diminuicdo (p <
0,01) ocorreu em anelideos expostos as concentraces de 1,66; 16,6; 166 pg.cm™ de
IMZ durante o periodo de 24-72 h. Ap6s 72 h de exposi¢do, 0s organismos expostos a
concentracdo de 0,16 pg.cm™ também apresentaram queda (p < 0,01) da atividade
enzimética da GST.

5 a) m24h @48h m72h © b) m 24h m48h B 72h
x S
g .
B N
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3 2 250
E < o
< o © (S ©
< ‘60\0 Q> \‘9 \(Q'a \(o &o\@ Q»}‘O \(9(0 \‘0‘9 \bb
Q> N
QO QO’Q

Concentracédo (ug.cm-2) Concentracéo (pg.cm-2)

Figura 23 — Grafico da quantificacdo de (a) GST e (b) CAT em anelideos expostos ao IMZ durante o
ensaio de contato. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05)
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Em relacdo a atividade enzimatica da CAT (Figura 23b), ndo houve variacao
significativa da mesma durante os periodos de 24 h e 48 h para qualquer uma das
concentragfes que os anelideos foram expostos. Contudo, as 72 h de exposi¢do houve
um aumento dessa atividade enzimatica nas concentracdes de 16,6 e 166 pug.cm? (p <
0,01).

5.3. ENSAIO DE CONTATO: PRODUTOS DE FOTOCATALISE

N&do foi observada mortalidade ou variacdo na biomassa (Figura 24) nos anelideos
expostos aos diferentes tempos de fotocatalise do IMZ, quando comparado ao controle.

Também ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas nestes organismos.

m Inicial m 24h @48h O72h
203
3
® 0,2
e
20,1

Controle FP-6 FP-18 FP-35 FP-90
Fotocatalise

Figura 24 — Grafico da variagdo da biomassa de anelideos expostos aos diferentes tempos de fotocatélise
durante o ensaio de contato. *FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35.
Fotoproduto de 35 min. FP-90. Fotoproduto de 90 min.

5.3.1. FLUIDO CELOMICO

No ensaio de contato realizado com os diferentes tempos de fotocatalise do IMZ, foi
observado um aumento (p < 0,05) na concentracdo de Eledcitos durante as primeiras 24
horas (Figura 25a) de exposi¢cdo em FP-90 (90 min de fotodegradacdo). Apos 48 horas
de exposicdo (Figura 25b), os organismos expostos ao FP-18 (18 min de
fotodegradacéo), FP-35 (35 min de fotodegradagédo) e FP-90 demonstraram um aumento
na propor¢do de Eledcitos (p < 0,001) em comparagéo ao controle. Ao decorrer das 72
horas (Figura 25c), as células do tipo Eledcitos de organismos expostos ao FP-18
voltaram a se equiparar com o controle. Entretanto, ndo foi possivel contabilizar e
analisar as células coletadas dos organismos expostos ao FP-35 e FP-90 devido a sua

escassez.
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Figura 25 — Gréfico da proporcdo de células encontradas no fluido celémico de anelideos expostos a
diferentes tempos de fotocatalise do IMZ durante o ensaio de contato: (a) 24 h (b) 48 h (c) 72 h. * Difere
estatisticamente do controle (p < 0,05). FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-
35. Fotoproduto de 35 min. FP-90. Fotoproduto de 90 min.

Quanto a determinacgéo da densidade celular desses organismos (Figura 26a), variagdes
significativas foram observadas apenas a partir das 48 h exposic¢do aos fotoprodutos da
fotocatalise (p > 0,05). Neste periodo foi possivel observar um aumento (p < 0,05) na
densidade celular de organismos expostos ao FP-18 e FP-35. Ao final do experimento,
72 horas, ndo foram observadas diferencas (p > 0,05) entre o controle e FP-6 a FP-35.
Contudo, ndo foi possivel calcular a densidade celular para os organismos expostos ao
FP-90, pois o fluido celémico coletado ndo apresentava células suficientes.
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Figura 26 — Gréafico da (a) densidade e (b) viabilidade celular de organismos expostos aos diferentes
tempos de fotocatéalise do IMZ durante o ensaio de contato. * Difere estatisticamente do controle (p <
0,05). FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90.
Fotoproduto de 90 min.

Em relacdo a viabilidade das células presentes no fluido celémico (Figura 26b), houve
uma diminuicdo nas primeiras 24 horas para 0s organismos expostos ao FP-35 e FP-90.
Ao passar de 48 horas de exposicdo, ndo foi identificada qualquer variacdo na
viabilidade em relacdo ao controle. Entretanto, ao longo das 72 horas ocorreu uma
diminuicdo da mesma para todos os fotoprodutos de fotocatalise. O FP-90, assim como
ocorreu na tipagem e densidade celular, ndo apresentou numero de células suficiente

para realizar a analise da viabilidade as 72 horas de exposicdo aos fotoprodutos.

5.3.2. ESTRESSE OXIDATIVO

No ensaio de contato realizado com os diferentes fotoprodutos de fotocatalise do IMZ
foi observado que a atividade enzimatica da GST (Figura 27a) foi menor para os
organismos expostos ao FP-35 e FP-90 no periodo de 24 h (p < 0,01). Ap6s as 48 h de
exposicdo foi observado que o FP-35 ndo apresentava mais diferenca em relagdo ao
controle (p > 0,05). Contudo, os anelideos expostos ao FP-90 continuaram apresentando
valores menores de atividade enzimética quando comparados aos organismos do
controle (p < 0,01). As minhocas expostas ao FP-18 também apresentaram queda da
atividade enzimatica da GST no periodo de 48 h (p < 0,01). Ao término do experimento,
72 h de exposicao, nenhum dos anelideos analisados apresentou diferenca comparado ao
controle em rela¢do & GST (p > 0,05).

Durante todas as analises realizadas comparando a atividade enzimatica da CAT (Figura
27b), ndo foi observada qualquer alteracdo significativa da enzima ao longo do tempo

para qualquer uma das concentragdes estudadas (p > 0,05).
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Figura 27 — Gréfico da atividade enzimatica de (a) GST e (b) CAT em organismos expostos aos diferentes
tempos de fotocatéalise do IMZ durante o ensaio de contato. * Difere estatisticamente do controle (p <

0,05). FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90.
Fotoproduto de 90 min.

5.4. ENSAIO DE FUGA: IMAZALIL E SEUS PRODUTOS DE FOTOCATALISE

Ap0s o ensaio de fuga realizado, tanto o calculo de RL para o IMZ (Figura 28a), quanto
para seus fotoprodutos de degradacdo (Figura 28b), demonstraram que resposta liquida
obtida variou entre -40 e 53%. Indicando assim que 0S Organismos expostos ndo
apresentaram qualquer repulsa aos compostos. De acordo com a ISO 17512-1 (2011),
pode ocorrer uma possivel perda na funcdo de habitat quando o percentual de fuga,
determinado pela RL, ultrapassa o valor de 80%.

2
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Figura 28 — Gréfico com o percentual de fuga dos organismos expostos a diferentes concentracdes ()
IMZ e (b) tempos de fotocatélise. FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35.
Fotoproduto de 35 min. FP-90. Fotoproduto de 90 min.
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5.5. ENSAIO AGUDO E CRONICO: IMAZALIL

Ao decorrer do ensaio agudo realizado com o IMZ foi verificado que houve diminuicdo
da biomassa ao 15° dia de exposi¢do quando comparado ao tempo inicial (p < 0,05).
Esta perda de biomassa foi significativa para todas as concentracdes, incluindo o
controle. No ensaio cronico ndo foi observada nenhuma diferenca significativa na
variacdo de biomassa a partir do 30° dia de exposicdo (Figura 29). Também néo foi

observado numero de mortes significativas dos organismos.
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Figura 29 — Gréfico da variacdo da biomassa de anelideos expostos ao IMZ durante o ensaio agudo e
crénico. * Difere estatisticamente do tempo inicial (p < 0,05).

5.5.1. REPRODUCAO

Em relacdo ao ensaio de reproducdo realizado com o IMZ, foi possivel observar que a
quantidade de juvenis presentes nas amostras controle até a concentracdo de 0,1 mg.Kg
! manteve-se relativamente estavel. Contudo, a partir da concentracdo de 1 mg.Kg™
houve uma diminui¢cdo no nimero de juvenis com o aumento da concentracao (Figura
30), indicando uma tendéncia do composto. Apesar disso, 0os calculos estatisticos
apresentaram p > 0,05 para todas as concentra¢es quando comparadas ao controle. N&o

foram observados casulos em qualquer uma das concentrages, incluindo o controle.
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Figura 30 — Grafico com o total de juvenis encontrados em cada concentracdo apds ensaio de reproducéo
com IMZ.

5.5.2. FLUIDO CELOMICO

Durante o ensaio cronico, ao 15° dia de exposicdo ao IMZ, as proporcdes de células
presentes no controle e nas concentragdes testadas foram estatisticamente iguais (Figura
31a). No 30° dia de exposicdo ao composto, todas as concentracdes a partir de 0,1
mg.Kg™ apresentaram diferenca em relagdo ao controle (p < 0,001). Enquanto os
anelideos expostos a concentracao de 0,1 demonstraram uma diminui¢cdo na proporgao
de Eledcitos, 0s organismos expostos as concentracdes de 1 e 10 mg.Kg™ apresentaram
um aumento na proporcdo destas mesmas células (Figura 31b). Neste mesmo periodo
foram observadas algumas anomalias a partir da concentracdo de 0,1 mg.Kg™, tais
como, formacdo de grandes col6nias (Figura 32a), granulos no nucleo e no citoplamas
(Figura 32b) e em alguns casos o rompimento da membrana plasmatica (Figura 32c).
Ao 45° dia, a partir da concentragdo de 0,1 mg.Kg™ ndo mais foi possivel realizar a
contagem das células pois as mesmas encontravam-se com a membrana rompida
(Figura 31c).
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Figura 31 — Grafico com proporcéao de células encontradas no fluido celémico de anelideos expostos ao
IMZ durante o ensaio agudo e cronico: (a) 15 dias (b) 30 dias (c) 45 dias. * Difere estatisticamente do
controle (p < 0,05).
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Figura 32 - Anomalias celulares observadas em coelomdcitos de anelideos expostos ao IMZ durante o
ensaio agudo e cronico.

Além das analises da proporc¢do de células presentes no fluido celémico dos anelideos
expostos, também foram realizadas analise de densidade (Figura 33a) e viabilidade
celular (Figura 33b) com diferentes concentracdes de IMZ. Tais anélises demonstraram
que, a densidade celular dos organismos ndo sofreu alteracdo nos primeiros 15 dias de
exposicdo ao composto (p > 0,05). Contudo, ao longo do experimento foi possivel
observar alteracdes (p < 0,05) nas duas concentraces mais altas (1 e 10 mg.Kg™). No
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30° dia de exposicdo houve um aumento consideravel da densidade celular na
concentracdo de 10 mg.Kg™, seguida de uma drastica diminuicdo da mesma ao 45° dia.
Esta diminuicdo também ocorre para a concentracdo de 1 mg.Kg™, contudo, é observada

em escala menor.
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Figura 33 — Gréfico de (a) densidade e (b) viabilidade celular dos organismos expostos as diferentes
concentragdes de IMZ durante ensaio cronico. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05).

Na analise de viabilidade, foi possivel observar uma diminuicdo, ao 15° dia do ensaio,
para todas as concentragdes de IMZ quando comparadas ao controle (p < 0,01). Esta
diminuicdo permaneceu para todas as concentracées, a partir de 0,1 mg.Kg™?, durante
todo o periodo do experimento (30 e 45 dias). A concentracdo de 0,01 mg.Kg™ ndo

demonstrou diferenca na viabilidade celular apenas ao 30° dia do ensaio.
5.5.3. ESTRESSE OXIDATIVO

Apbs as analises de GST de anelideos expostos ao ensaio crénico com IMZ (Figura
34a), ndo foram observadas alteragdes (p > 0,05) em nenhuma das concentracées nos
primeiros 15 dias de exposi¢do. Contudo, houve uma diminuicdo (p < 0,01) da atividade
enzimatica, ao 30° dia para 0s organismos expostos ao solo contaminado com as
concentracdes de 1 e 10 mg.Kg™ do fungicida. A taxa de atividade enzimatica destas
concentracdes permaneceu menor (p < 0,001) que o controle até o final do experimento,
ao 45° dia de exposicdo. Além das concentracOes citadas, a concentracdo de 0,01
mg.Kg™* também apresentou queda (p < 0,0001) da atividade enziméatica da GST ao 45°
dia.

60



S a) m15dias @30dias m®45 dias 5 b) m15dias @30dias m45dias
< 2000 X
18] 18]
(&)
% 1500 =
* @G
g * §
& 1000 jalad x N
@ 5}
[<5] [<5]
% 500 E
2 0 2
< 0\6 Q\ Q‘q\ N \Q < &0\6 Qg\ Q} N \Q
& o
C Concentracédo (mg.Kg-1) S

Concentratio (mg.Kg-1)

Figura 34 — Grafico da atividade enzimatica da (a) GST e (b) CAT de anelideos expostos ao IMZ durante
0 ensaio agudo e crénico. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05).

Além da atividade enzimética da GST, também foi realizada a analise da atividade
enziméatica da CAT (Figura 34b). Nesta foi observada que 0s organismos expostos a
concentracdo de 0,1 mg.Kg™ apresentaram um aumento da atividade enziméatica (p <
0,001) nos primeiros 15 dias de exposicdo ao composto. Entretanto, 0 oposto ocorreu
com as concentracdes de 1 e 10 mg.Kg™, que apresentaram uma diminuicéo (p < 0,001)
da atividade enzimatica da CAT neste mesmo periodo. A partir do 30° dia as
concentracdes mais altas (1 e 10 mg.Kg™) estabilizaram sua atividade enzimatica em
niveis estatisticamente similares ao controle. No entanto as concentrac@es mais baixas
(0,01 e 0,1 mg.Kg™) continuaram demostrando um aumento progressivo, quando
comparadas ao controle (p < 0,01). Ao final do experimento, 45 dias de exposicao,
apenas 0s organismos expostos a concentragdo de 0,1 mg.Kg™ apresentaram alteragdes
na atividade enzimatica da CAT (p < 0,05).

5.6. ENSAIO AGUDO E CRONICO: PRODUTOS DE FOTOCATALISE
Nos ensaios agudo e cronico realizados com os diferentes tempos de irradiagdo do IMZ,

néo foi observado diferenca significativa na variacdo da biomassa (Figura 35) ao longo
do tempo ou mesmo quando comparadas ao controle (p > 0,05).
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Figura 35 — Grafico da variagdo da biomassa de anelideos expostos aos diferentes tempos de fotocatalise
do IMZ durante o ensaio agudo e cronico. FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min.
FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90. Fotoproduto de 90 min.

5.6.1. REPRODUCAO

O ensaio de reproducéo realizado com os fotoprodutos do IMZ indicou um aumento do
nimero de juvenis para o FP-18, quando comparados ao controle. Contudo, este
aumento ndo se mostrou significativo, por outro lado, foi observado uma queda
acentuada da reproducdo de anelideos expostos ao FP-90, quando comparado ao
controle (p < 0,05) (Figura 36). Nao foram observados casulos em qualquer uma das

concentracgdes, incluindo o controle.

35
30
25
20
15
10 .

Ndmero de juvenis

Controle  FP-6 FP-18 FP-35 FP-90
Fotocatalise

Figura 36 — Grafico com o total de juvenis de anelideos encontrados nos diferentes tempos de fotocatalise
durante o ensaio de reproducédo. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05). FP-6. Fotoproduto de 6
min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90. Fotoproduto de 90 min.
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5.6.2. FLUIDO CELOMICO

Durante o ensaio crénico realizado com os diferentes tempos de fotocatélise do IMZ,
ndo foram observadas alteracfes nas proporc¢des de células coletadas do fluido celémico
de anelideos expostos durante os periodos de 15 (Figura 37a), 30 (Figura 37b) e 45 dias
(Figura 37c).
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Figura 37 — Gréfico da proporcéo de células encontradas no fluido celdmico de anelideos expostos aos
diferentes tempos de fotocatélise do IMZ durante o ensaio agudo e cronico: (a) 15 dias (b) 30 dias (c) 45
dias. FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90.
Fotoproduto de 90 min.

Entretanto nas andlises de densidade (Figura 38a) e viabilidade celular (Figura 38b) foi
possivel observar algumas variacdes, sendo estas mais perceptiveis em organismos
expostos aos compostos com maiores tempos de fotocatalise. Ocorreu uma diminuicéo
(p < 0,05) da densidade celular aos 15 dias para 0s organismos expostos ao FP-90. Esta
diminuicdo também ocorreu ao 45° dia para os anelideos expostos ao FP-35 e FP-90 (p
<0,05).

A viabilidade também apresentou queda para 0Ss organismos expostos ao FP-90,
contudo, esta ocorreu apenas nos primeiros 15 dias do experimento (p < 0,05).
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Figura 38 — Grafico da (a) densidade e (b) viabilidade celular de organismos expostos aos diferentes
tempos de fotocatélise durante o ensaio agudo e crénico. * Difere estatisticamente do controle (p < 0,05).

FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-90.
Fotoproduto de 90 min.

5.6.3. ESTRESSE OXIDATIVO

Durante o ensaio crénico realizado com os fotoprodutos oriundos da fotocatalise do
IMZ, foi observada uma diminuicao (p < 0,01) da atividade enzimatica da GST ao 15°
dia para os organismos expostos ao FP-18 e FP-90. A segunda andlise, realizada ao 30°
dia, demonstrou que houve diferenca (p < 0,01) para todas as concentraces quando
comparadas ao controle. Contudo, ao final do experimento (45 dias) somente 0s
organismos expostos ao FP-90 apresentaram uma diminui¢cdo da atividade enzimatica
da GST em relacédo ao controle (p < 0,05) (Figura 39a).
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Figura 39 - Gréfico da atividade enzimatica da (a) GST e (b) CAT de organismos expostos aos diferentes
tempos de fotocatélise do IMZ durante o ensaio agudo e crénico. * Difere estatisticamente do controle (p

< 0,05). FP-6. Fotoproduto de 6 min. FP18. Fotoproduto de 18 min. FP-35. Fotoproduto de 35 min. FP-
90. Fotoproduto de 90 min.
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As analises da CAT ao 15° dia de exposicdo demonstraram gque 0S 0rganismos expostos
a todos fotoprodutos de IMZ sofreram diminui¢des em sua atividade enzimatica quando
comparadas ao controle (p < 0,05). Em contrapartida, as analises realizadas ao 30° dia
ndo demonstraram alteracdes significativa (p > 0,05). No 45° dia de exposicdo, somente
0S organismos expostos ao FP-90, que apresentaram diminuicdo da atividade enzimatica
(p < 0,05) (Figura 39b).
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6 DISCUSSAO

Durante 0 a fotodegradagdo realizada somente com a luz UV-Vis foi observado que
apenas 4% do IMZ havia sido degradado apds cerca de 180 minutos de irradiacéo. Este
resultado corrobora com o observado por Hazime et al. (2012) que também
descreveram que a degradacdo do IMZ apenas sob a luz UV-Vis ocorre de maneira
lenta. Isso porgue a radiagdo emitida pela lampada UV-Vis degrada somente compostos
que absorvem a radiacdo em seu espectro de luz (300 — 400 nm). Como foi comentado
anteriormente, o IMZ possui A max. = 225 nm, logo ndo sofre fotolise por esse tipo de
lampada no qual o espectro era de 365 nm. Para que ocorresse a fotolise do composto,
seria entdo necessaria uma lAmpada UVC (CABO et al., 2018).

Na fotocatalise 1l, foi possivel observar que a adicdo do metanol inibiu a
fotodegradacdo. Tal comportamento pode ser justificado devido ao fato de que o
metanol ir& sequestrar o radical hidroxila gerado pela acdo do catalisador, inibindo desta
forma a oxidacdo do IMZ. Ou seja, ao invés do radical hidroxila gerado pelo catalisador
(TiO,) atuar na oxidacdo do IMZ, o mesmo ira se ligar ao metanol para produzir agua
(H20) e anion metdxi (CH30") ao final da reacdo (Equacdo V) (SETVIN et al., 2017).

Equacédo V: CH30H + *OH > CH30™ + H,0

Ao comparar as taxas de degradacdo da fotocatalise | em relacdo a fotocatalise Ill, foi
possivel observar que a primeira apresentou uma maior taxa de degradacdo. Isto porque
0 TiO, em suspensdo possui uma maior superficie de contato quando comparado ao
TiO, suportado, ou seja, 0 TiO, suspenso proporciona uma maior quantidade de sitios
ativos para ligagdo do IMZ e com isso aumenta a eficiéncia da fotocatalise
(BAHREINE et al., 2016).

Em relacdo a diminuigédo da taxa de degradacdo do IMZ ao longo do tempo para ambas
as fotocatalises (I e I11), isto pode ser explicado pelo fato de que compostos ligados aos
sitios ativos do TiO, diminuem a producdo de radical hidroxila. Ou seja, quando o IMZ
é degradado, os fotoprodutos gerados pela fotocatalise sdo adsorvidos pelas moléculas
do TiO,, impedindo assim a geracdo de radicais hidroxilas. Com a diminui¢do de
especies oxidantes (OH-) na solucdo, ha também a diminuicdo na eficiéncia da
degradacdo (SAGGIORO, 2015).
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Tendo em vista que a degradacdo com a fotocatalise | foi mais eficiente do ponto de
vista que a degradacdo do IMZ ocorreu em menor tempo, esta foi selecionada para a
realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos.

As concentracdes utilizadas nos ensaios ecotoxicoldgicos levaram em consideracdo a
quantidade de IMZ encontrada no meio ambiente. Estas tiveram como base o estudo de
Gao et al. (2012), que identificou a presenca de IMZ em alguns rios na concentracao de
até 15 pg.L™" (equivalente a 0,015 mg.L™) e de Maisa et al. (2015), que determinou a
presenca de IMZ em sedimentos na concentracdo média de 813 ng.g™* (equivalente a 0,8
mg.Kg™). No estudo realizado Hausenbuiler (1978) a concentracdo de IMZ encontrada
no solo era de aproximadamente 0,125 mg.Kg™ (aput LEEMPUT et al., 1989). Tendo
em vista tais dados, e levando em consideracdo que o uso de agrotéxicos teve um
aumento consideravel da década de 80 até o momento atual, estima-se que no solo
sejam encontradas concentracdes maiores do que estas citadas.

A partir dos resultados obtidos através dos ensaios ecotoxicolégicos foi possivel notar
que o IMZ pode provocar anomalias morfoldgicas a anelideos da espécie E. andrei
mesmo quando estes sdo expostos a baixas concentracdes. Além disso, mesmo nao
sendo significativo estatisticamente, ainda foi possivel observar um decaimento no
namero de juvenis gerados pelos organismos expostos a maiores concentracdes do
contaminante. Tais efeitos em conjunto com o fato de que os anelideos ndo
apresentaram uma tendéncia de repulsao ao solo contaminado, contribuem para que haja
uma diminuicdo no indice de sobrevivéncia da espécie quando exposta ao fungicida.
Isto por que ao entrar em contato com o fungicida o organismo pode vir a sofrer com o
comprometimento de fungdes fisioldgicas basicas, como o desenvolvimento.

Leemput et al. (1989) também analisou o efeito do IMZ sobre anelideos, contudo,
diferente do estudo atual, o autor utilizou a espécie E. fetida e no ensaio agudo utilizou
solo artificial. Nos ensaios realizados, Leemput et al. quantificou a CLsp em 12,8 pg.cm’
2 e 541 mg.Kg™* para o ensaio de contato (48 h) e ensaio de agudo, respectivamente. Ao
comparar os resultados foi observado que no ensaio de contato as concentragdes da
CLsgo diferem entre os estudos. No atual estudo ndo foi observado morte em nenhuma
das concentragdes estudadas, que variou de 0,16 a 166 ng.cm™. Tal resultado pode estar
relacionado com as espécies utilizadas em cada estudo serem mais ou menos sensiveis
ao fungicida. Isto justificaria o fato de que no atual trabalho foram observadas apenas

anomalias morfoldgicas, estas que nao sdo descritas por Leemput et al. em seu artigo.
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Em relacdo ao ensaio agudo do trabalho de Leemput et al. (1989), o autor ndo observou
alteracdes significativas em concentrages referentes aquelas encontradas no meio
ambiente e indicou que o agrotoxico analisado ndo oferecia risco do ponto de vista
ambiental para a saude dos anelideos. Nos atuais ensaios de toxicidade aguda e cronica,
também ndo foram observadas alteracdes significativas na biomassa em qualquer uma
das concentracOes de IMZ estudadas. Quanto a reproducdo, apesar de ndo ser observado
nenhum resultado significativo, foi evidenciada uma tendéncia a diminuicdo de juvenis
para as concentracdes de 1 e 10 mg.Kg'l.

De acordo com Eyambe et al. (1989), em anelideos da espécie L. terrestris a proporcao
de Eledcitos é superior a de Amebdcitos hialinos, seguida pela de Amebdcitos
Granulares, geralmente ocorrendo em 60:30:10, respectivamente. A mesma proporgao
foi encontrada por Di Marzio et al., (2005) na espécie E. fetida. Contudo, os valores
médios para a proporcao celular em anelideos da espécie E. andrei obtidos neste estudo
indicaram proporcdes diferentes para Eledcitos (34%), Amebdcitos Hialinos (63%) e
Amebdcitos Granulares (4%).

De acordo com alguns autores (DI, MARZIO et al. 2005; OLCHAWA et al. 2006;
PLYTYCZ et al. 2009) as células do tipo Eledcitos sdo mais sensiveis que as células do
tipo Amebdcitos quando expostos a um contaminante. Apesar disso, deve-se destacar
que durante o ensaio de contato e 0 ensaio cronico, houve um aumento na proporcao de
células do tipo Eledcitos para organismos expostos ao IMZ. Tal evento pode estar
ligado ao fato de que os Eledcitos sdo células responsaveis, entre outras coisas, pelo
acumulo de contaminantes e particulas exdgenas (BILEJ et al., 2010). Contudo, por
estarem expostas ao contaminante por um longo periodo de tempo (45 dias), as células
sofreram danos irreparaveis, como o rompimento da membrana celular, deixando assim
de exercer sua fungdo e comprometendo a salde do organismo.

O IMZ afetou a viabilidade celular dos organismos tanto a curto quanto a médio e longo
prazo. Mesmo sendo aplicado em baixas concentracbes no solo, onde, devido a sua
adsorcdo, a quantidade de composto biodisponivel é menor do que aquela aplicada, o
IMZ ainda assim provocou alteragdes celulares nos organismos expostos. Prado et al.
(2015) comentam em seu estudo que microalgas da espécie C. moewussi apresentaram
perda na viabilidade celular, contudo, ocorreu apenas para organismos expostos as altas
concentragdes do fungicida. Além disso, o autor tambeém identificou danos na
membrana celular. Heusinkveld et al. (2013), em um estudo com células da medula
supra renal (PC12) de ratos, também identificaram alteracbes na integridade da
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membrana celular e perda da viabilidade para as células expostas as concentracdes mais
altas de IMZ. Ambos os estudos corroboram com 0s resultados obtidos apds os ensaios
de contato e crbnico do fungicida. Acredita-se que tais danos a membrana celular
estejam  relacionados ao estresse  oxidativo ocasionado pelo composto
(HEUSINKVELD et al., 2013; PRADO et al., 2015). Esta afirmacdo, em relacdo ao
IMZ, ¢é corroborada pelo fato de que este estudo indicou alteragGes nas enzimas GST e
CAT nos ensaios realizados.

O modo como ocorreu a diminuicdo da atividade enzimatica da GST em todos os
ensaios, indica que o IMZ atua inibindo a acdo desta enzima no organismo por tempo e
concentracdo dependente. Para alguns autores é possivel que a diminui¢do da enzima
GST esteja associada a interferéncias na biossintese de lipidios, pois a presenca desta foi
identificada em corpos gordurosos de invertebrados (YAMAMOTO et al.,, 2011,
ZHANG et al., 2015). Sendo assim, é importante destacar que o IMZ é um composto
que ird atuar inibindo a acdo da enzima CYP51 presente no citrocromo P450 de fungos.
A inibicdo desta altera a sintese do ergoesterol, provoca o acumulo de substancias na
membrana celular e resulta na morte da célula (YOSHIDA, 1988). Tendo em vista que
os anelideos apresentam o citocromo P450 e que 0 mesmo atua na biossintese do
colesterol, é possivel que o fungicida esteja influenciando alguma enzima presente no
citocromo, alterando a sintese do colesterol ou outro lipidio e com isso, inibindo a
atividade da GST. A inibicdo da GST pode afetar os processos de biotransformacao do
imazalil e com isso prejudicar a detoxificacdo do organismo, além de diminuir a
correcdo de efeitos danosos provocado pelo composto (CARLETTI et al., 2008). Isto
pode ocasionar um aumento na T% do fungicida e consequentemente um aumento de
sua toxicidade para 0s organismos expostos.

Em relagdo & CAT, foi observado um aumento da atividade enzimética durante o ensaio
de contato para as maiores concentracdes (16,6 e 166 pg.cm™), associadas aos maiores
tempos de exposicdo. O mesmo ocorreu para as menores concentragdes no ensaio
cronico (0,01 e 0,1 mg.Kg™), com a diferenca de que houve uma posterior estabilizacdo
para a concentracdo de 0,01 mg.Kg™. O aumento da atividade enzimética indica que o
organismo esta sofrendo com estresse oxidativo devido ao acimulo de espécies reativas
de oxigénio. Entretanto, o retorno da atividade enzimatica para niveis proximos ao do
controle sugere que o organismo até aquele momento conseguiu reverter os efeitos da
oxidagdo (ZHANG et al., 2015).

69



Ao observar a concentracdo de 0,1 mg.Kg™, durante o ensaio cronico, foi observado que
ndo houve diminui¢do da mesma ao longo de todo o experimento. Isto indica que apesar
de sofrer com estresse oxidativo, 0 organismo ainda é capaz de produzir enzimas para
evitar que danos sejam causados pelas espécies reativas, eliminando-as (ZHANG et al.,
2015). Contudo, danos celulares foram observados ao final do experimento (45 dias),
indicando que apesar dos esfor¢os o organismo ndo conseguia combater completamente
as espeécies reativas. Os mesmos danos foram observados para as concentracfes de 1 e
10 mg.Kg™. Logo, apesar de apresentarem valores estatisticamente iguais ao controle a
partir do 30° dia de exposicdo, € possivel que tenha ocorrido a inibicdo da CAT.

Nos ensaios realizados com os fotoprodutos de degradacdo do IMZ, foi observado que
ndo houve diferencas entre os tempos de degradacdo estudados e o controle durante os
ensaios de contato, fuga, agudo e cronico, exceto para as analises de biomarcadores.
Contudo houve uma diminuicdo significativa na taxa de reproducdo dos organismos
expostos ao FP-90. Isto indica que o IMZ néo sofreu completa mineralizacdo durante o
processo de degradacdo, apenas deu origem a outros compostos. Contudo, 0s
fotoprodutos presentes em FP-90 apresentaram toxicidade para 0s organismos quanto a
sua reproducdo.

Foi observado que no ensaio de contato houve alteracBes na proporcao de eledcitos, mas
no ensaio cronico isto ndo ocorreu. O que pode ser justificado devido ao fato de que no
ensaio de contato o organismo estd em contato direto com o contaminante, enquanto
gue no ensaio crbnico os compostos, tanto o IMZ quanto aqueles oriundos da
fotocatalise, podem ser adsorvidos pelo solo e com isso apresentar menor
biodisponibilidade.

Na viabilidade celular, ao comparar o ensaio de contato com o ensaio crénico, foi
observada uma diminuicdo da toxicidade, que assim como no caso da proporgéo celular,
pode ser atribuida a adsor¢do dos compostos pelo solo. Porém, para o FP-90 houve
toxicidade celular no inicio do ensaio cronico, observada através da diminuicdo da
viabilidade. Mas, como ao decorrer do ensaio houve estabilizacdo, € possivel que ao
longo do tempo o sistema imunoldgico dos anelideos consiga se recuperar e combater
0s danos causados pelos fotoprodutos, mesmo com a densidade celular sendo afetada.
Em relagéo as enzimas de estresse oxidativo, a atividade enzimética da GST apresentou
queda em ambos 0s ensaios, crénico e de contato, contudo esta diminui¢do foi mais
evidente e constante em FP-90. Como comentado anteriormente, Zhang (2015) descreve

que a diminuicdo da GST pode estar relacionada a alteragfes que estejam ocorrendo na

70



sintese de lipidios. Logo, apesar de ndo haver mais presenca de IMZ aos 90 minutos de
fotocatalise, é possivel que os fotoprodutos gerados ainda estejam afetando a sintese de
algum lipidio e com isso provocando a diminuigdo da atividade enziméatica. Quanto aos
outros tempos de fotocatalise (FP-6; FP-18; FP-35) foram observadas diminuicdes
seqguidas de estabilizacGes, sugerindo que o0s anelideos expostos possuem uma
capacidade de tolerancia ao estresse oxidativo gerado pelos contaminantes (ZHANG et
al., 2015).

A atividade enzimatica da CAT, diferente da GST, ndo demonstrou alteragdes durante o
ensaio de contato, mas apresentou diminui¢do durante o ensaio cronico. A inibi¢do da
CAT pode estar relacionada a um acimulo de H,O, no organismo, ou mesmo de outras
espécies reativas, que ultrapassaram a capacidade antioxidante da CAT (SCHRECK et
al., 2008). Neste caso, ocorreu principalmente para o maior tempo de fotocatalise (FP-
90). Ao longo do ensaio crbénico os anelideos expostos ao FP-6, FP-18 e FP-35
apresentaram recuperagdo, sugerindo que os fotoprodutos oriundos destes tempos
apresentam um menor estresse oxidativos para 0 organismo quando comparado com 0
FP-90.

De acordo com Hazime et al. (2012) a mineralizacdo completa do IMZ para a
concentracdo de 25 mg.L™ ocorre aos 800 minutos de irradiacdo em reator UV-Vis e
utilizando TiO, como catalizador. Santiago et al. (2013) destacam que, no estudo que
realizaram, os fotoprodutos IMZ ndo eram mais identificados apds 120 minutos de
fotocatalise. Com base nestes dados, estima-se que o tempo para mineraliza¢do do IMZ
para a concentracdo de 5 mg.L™ seja maior do que os 90 minutos ao qual o fungicida
ficou exposto a radiagdo. Além disso, € provavel que ainda houvesse a ocorréncia de
compostos intermediarios da reacéo.

Santiago et al. (2013) em ensaios ecotoxicoldgicos realizados com fotoprodutos do IMZ
observaram toxicidade para organismos da espécie V.ficheri e L. menor apos 60 minutos
de fotocatalise. Ao realizar um segundo ensaio somente com o IMZ na concentragdo
referente ao tempo de 60 minutos de fotocatalise, os autores ndo observaram toxicidade.
Indicando assim que neste caso a toxicidade era devido aos fotoprodutos da reacéo.
Durante esses ensaios 0s autores notaram que a toxicidade do IMZ diminui conforme
ocorre a descloracdo do fungicida, mas volta a aumentar quando compostos como
hidroxibenzenos e imidazol sdo formados, o que geralmente ocorre ao final da reacdo de

fotocatalise.
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Apesar dos fotoprodutos terem apresentado menor toxicidade que o IMZ, é importante
observar que nos dois casos ha riscos para comunidades de anelideos e outros
organismos. Isto porqué os anelideos servem como um bioindicador de modificagfes no
ambiente, principalmente do ambiente edafico. Ou seja, alteracdes ou a auséncia desses
organismos indicam que o ecossistema ao qual esta inserido sofre com alteracGes
ambientais que podem levar a um futuro desequilibrio ambiental e até perda de
biodiversidade.
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7 CONCLUSAO

Ao comparar os resultados dos ensaios ecotoxicologicos do IMZ com os resultados
obtidos do tratamento de fotodegradacdo, foi observado que ambos apresentaram
toxicidade para anelideos da espécie E. andrei, mas em diferentes niveis. Enquanto o
IMZ provoca alteragcdes morfologicas, quando em contato direto com os anelideos, 0s
fotoprodutos de degradacdo apresentam alteragdes na reproducdo desses organismos.
Ambos apresentaram alteracdes celulares e enzimaticas, contudo os efeitos foram mais
evidentes e atingiram maiores propor¢ées em organismos expostos ao IMZ. Entre os
fotoprodutos estudados, o FP-90 foi o que apresentou maiores efeitos toxicos para 0s
organismos.

Logo, tanto o IMZ quanto os compostos provenientes da fotocatdlise podem ser
prejudiciais a sobrevivéncia de organismos no meio ambiente. Sendo assim, seria
necessario criar uma normativa estipulando um limite para a utilizacdo do IMZ em
concentracdes menores que as atuais, para que assim os efeitos ao meio ambiente sejam
minimizados. Além disso, estudos com maiores tempos fotocatalise do IMZ sdo
necessarios para que através destes seja possivel verificar se ha diminuicdo da

toxicidade do composto e de seus produtos de fotocatalise.
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