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f. Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O impacto de contaminantes no ambiente e na saide humana tem sido alvo de constantes
estudos. O fato de o Brasil ser o maior consumidor de pesticidas do mundo gera preocupacao
adicional. O continuo crescimento do agronegocio brasileiro leva a perspectivas e projecoes
de elevacdo em seu uso, com consequente poluicdo do meio ambiente. Em contraposicéo,
ainda sdo poucos os estudos que avaliam os pesticidas em corpos aquéticos reais empregando
métodos de multiresiduos e ecotoxicidade. Esta falta de subsidios cientificos tem contribuido
para a caréncia de monitoramento dos agrotdxicos em aguas, o que é dificultado pelos poucos
limites maximos de residuos prescritos na legislacdo brasileira. Constata-se que a fonte de
poluicdo desta matriz complexa ndo se restringe a atividade agricola, e pode apresentar
interferentes distintos, como os contaminantes emergentes. Desta forma, se faz necessério o
uso de técnicas analiticas avancadas em investigacGes ambientais, a fim de verificar a
contaminacdo por xenobidticos e seus efeitos nocivos em organismos vivos. Neste contexto, 0
objetivo deste estudo foi investigar a presenca e 0s niveis de residuos de contaminantes em
aguas superficiais, subterraneas e potavel da bacia do rio Tibagi de Arapongas (Parand) e sua
toxicidade. As amostras foram avaliadas ao longo de um ano por parametros fisico-quimicos
(pH, condutividade, cor e turbidez). A presenca de diferentes contaminantes foi analisada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) empregando
screening multiresiduos ndo direcionado (untargeted) e determinacdo da concentracdo de
compostos alvos (target). Os efeitos tdxicos das amostras, e de herbicidas e fungicidas em
concentracdes de relevancia ambiental (0,01 a 10,00 pg L™*) foram avaliados por meio do teste
de toxicidade aguda (Fish Embryo acute toxicity test - FET) empregando embrides de
Zebrafish (Danio rerio). Todas as amostras apresentaram pelo menos 6 pesticidas
confirmados, incluindo a &gua de abastecimento publico. Concentragcdes alarmantes de diuron
e imazetapir foram encontradas na area de preservacao permanente e em aguas subterraneas.
Observou-se ainda, indicios de contaminagdo por efluentes domésticos pela presenca de
farmacos e/ou marcadores antropogénicos, como a cafeina. Nao foi possivel estabelecer um
padrdo de contaminacdo. No entanto, houve indicativos de sazonalidade ao se analisar o perfil
completo das amostras, com destaque para a coleta de dezembro, que apresentou
comportamento distinto. Todas as amostras apresentaram alteracGes sub-letais nos testes
toxicologicos, mesmo em baixas concentracdes, indicando uma provavel alteracéo
metabdlica, durante o desenvolvimento dos embrides e larvas. Os resultados subsidiam a
necessidade de um monitoramento nas areas afetadas e de novas pesquisas com determinados
contaminantes em concentrac6es ambientalmente relevantes e em amostras reais e indicam a
necessidade de discussfes e um maior engajamento em torno dos regulamentos sobre
pesticidas e demais contaminantes emergentes.

Palavras-chave: Aguas rio Tibagi. Cromatografia liquida. Espectrometria de massas. Meio
ambiente. Toxicologia.
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ABSTRACT

The impact of contaminants on the environment and human health has been subject of
constant studies. Taking into account that Brazil is the largest consumer of pesticides
worldwide, this creates additional concern. By the growth of the Brazilian agribusiness, an
even greater increase in the use of pesticides is prospected, having consequently environment
pollution. In contrast, the evaluation of pesticides in real aquatic ‘bodies’ samples by
multiresidue and ecotoxicity methods is still scarce. Lack of scientific subsidies in this area
has contributed to the shortage of agrochemicals monitoring in waters, hampers even more
their control through the few levels of maximum residue limits predicted by Brazilian
legislation. Furthermore, it must be considered that the pollution source of this complex
matrix is not restricted to the agricultural activity, nevertheless may include different
interferers, such as emerging contaminants. Hence, advanced analytical techniques must be
applied to investigate the contamination by several hazardous compounds in the environment
and their xenobiotics effects on living organisms. In this context, the objective of this study
was to investigate the presence and levels of residual contaminants in surface, groundwater
and drinking water of the Tibagi River in Arapongas region (Parana State) and its toxicity.
Water samples were evaluated over a year by physical-chemical parameters (pH,
conductivity, color and turbidity). The presence of different contaminants was analyzed by
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) employing untargeted
multiresidual screening and concentrations of target compounds. The toxic effects of the
samples and of herbicides and fungicides at significant environmental relevance levels (0.01
to 10.00 pg L) were evaluated thru the Fish Embryo acute toxicity test (FET) performed
with Zebrafish (Danio rerio) embryos. All samples showed at least 6 confirmed pesticides,
including public water supply. Alarming concentrations of diuron and imazethapyr were
found in the permanent preservation area and in groundwater. Evidence of contamination by
domestic effluents was likewise observed by incidence of pharmaceutical drugs and/or
anthropogenic markers, such as caffeine. A contamination pattern could not be established.
However, as a full profile of samples was analyzed it indicates influence of the seasonality,
giving different behavior for December collection. All samples showed sub-lethal endpoints
by toxicological tests, even at low concentrations, showing a metabolic changing during the
development of embryos and larvae. Results support the need for monitoring the affected
areas and perform further assessment of real samples whereas and environmentally relevant
concentrations concern certain contaminants. It requires moreover an increase in discussions
and engagement around pesticides and other emerging pollutants regulations.

Keywords: Tibagi River waters. Liquid chromatography. Mass spectrometry.
Environment. toxicology.
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1. Introducéo

De acordo com a Lei n® 9.433/1997, conhecida como Lei das Aguas, a agua é
considerada um bem de dominio publico e um recurso natural limitado, dotado de valor
econémico, sendo um dos objetivos da lei assegurar a sua qualidade para futuras geracoes
(BRASIL, 1997). O monitoramento e a determinacdo da qualidade de agua em regides
agricolas advém da preocupacdo crescente com a preservacdo do meio ambiente e a saude
humana.

As classificagdes dos corpos hidricos e as diretrizes para seu enquadramento sdo
previstas pela legislacdo brasileira pela Resolucio CONAMA 357/2005, alterada pela
Resolucao 410/2009 e pela Resolucdo 430/2011, bem como, nestas sdo previstas as condi¢es
para manutencdo de sua qualidade (BRASIL, 2005). Ja, em relacdo a agua de consumo e
abastecimento, a Portaria n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 é que dispGe sobre a qualidade
e 0 padrdo de potabilidade, exigidos para o consumo humano, independente da sua origem
(BRASIL, 2011).

No Brasil, a agricultura é uma das atividades que mais consomem &gua, cerca de 70%
do volume disponivel (FAO, 2014). Estima-se que com 0 intenso aumento populacional, em
2050 sera necessario elevar a producdo de alimentos em 70%. Porém, para 0 mesmo periodo
ja é previsto que 2/3 da populacéo ird sofrer com a escassez da dgua (FAO, 2016 a, b). Desta
forma, a preocupacdo em relacdo ao mau uso da &gua e a sua contaminacao por agrotoxicos
sdo temas recorrentes de discussbes e programas de monitoramento como o VIGIAGUA
(Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano) e o
SISAGUA (Sistema de Informacgdo de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo
Humano), que vem ganhando forca para garantir o0 acesso a agua de consumo humano com

qualidade e seguranca no Brasil (BAROBOSA et al., 2015).
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A agricultura, além de consumir uma grande parcela da agua disponivel, também
utiliza uma elevada quantidade de insumos agricolas, com o intuito de produzir alimentos
com alta produtividade. Os compostos quimicos utilizados, comumente chamados de
agrotoxicos ou pesticidas, se dividem em diversas classes de acordo com os grupos funcionais
e modos de acdo, biotransformacdo e eliminacdo. Parte destes compostos ap0ds aplicados nas
lavouras também atingem rios, lagos e aquiferos devido a sua mobilidade no ambiente e
também em decorréncia do descarte inapropriado do produto ndo utilizado, ou ainda, pela
lavagem do maquinario utilizado durante sua aplicacdo (PRIMEL et al., 2007).

De acordo com relatério do Ministério da Saude sobre a vigilancia em saude de
populacdes expostas a agrotoxicos (2016), a producdo destes produtos vem crescendo ao
longo dos anos sem o aumento proporcional da area plantada, o que indica que essa
guantidade nem sempre equivale a produtividade. Entre os estados brasileiros, o Parana
classificou-se em 3° lugar na comercializacdo em 2013, perdendo apenas para 0s estados do
Mato Grosso e Sdo Paulo. Entretanto, o Parana ndo se enquadra como um dos estados que
mais utilizam agrotoxicos, ocupando apenas a oitava posicao. Esta discrepancia pode estar
relacionada as 36 industrias agroquimicas presentes no estado, nimero que esta abaixo apenas
de Séo Paulo, que contém 98 industrias (BRASIL, 2016). Este nimero consideravelmente
elevado de industrias indica a necessidade de acompanhamento mais cauteloso das areas
proximas a cadeia produtiva, tanto em relacdo a possiveis contaminacGes ambientais,
principalmente dos recursos hidricos, quanto a exposicdo continua da populacdo a essas
substancias.

Ao longo de 7 anos, s6 no Parana foram registrados 10.967 casos de intoxicacdo. Em
relacdo ao numero absoluto de notificagdes por intoxicacdo, as cidades de Curitiba, Londrina

e Cascavel ficaram na 6% 11% e 21° posicdo dentre os municipios brasileiros com 725, 377 e



22
253 casos respectivamente, entre o periodo de 2011 a 2014, sendo que somente Cascavel e
Londrina séo consideradas grandes produtoras agricolas (BRASIL, 2016).

A intoxicacdo cronica por agrotoxicos caracteriza-se pelo aparecimento tardio de
patologias, sendo algumas delas: neoplasias, como mielomas mdltiplos e leucemias; anemia
aplastica; transtornos mentais, como alteracGes cognitivas e episodios depressivos; doencas do
sistema nervoso como disturbios do movimento, polineuropatias e encefalopatia toxica;
oculares, como neurite Optica e distarbios da visdo, e ainda auditivos, circulatérios,
respiratorios, digestivos e dermatoldgicos (PARANA, 2013). Tendo em vista a dificuldade de
se realizar estudos toxicologicos em humanos, modelos animais que apresentam grande
similaridade genética, como o zebrafish (SANT’ANNA, 2009), sdo alternativas viaveis para
se testar os efeitos toxicos de contaminantes ambientais, ndo somente em niveis sabidamente
toxicos, mas também em concentracGes ambientalmente relevantes.

Neste contexto, apds o conhecimento de denuncias feitas pela populacdo ao Ministério
Publico do Trabalho do Parand (MPT-PR) em relacdo a qualidade da dgua proveniente dos
rios das propriedades préximas a uma industria de agrotoxicos, o centro de apoio do MPT-PR
em parceria com 0 Grupo DIA — UEL (Desenvolvimento de Instrumentacdo, Automagéo e
Metodologia Analitica — CNPq), realizou-se o presente trabalho que propbs estudar a
contaminacgdo das aguas de rios, de poco e de abastecimento publico de uma area rural entre
0s municipios de Arapongas e Apucarana, regido metropolitana de Londrina, e abordar os
possiveis efeitos toxicos dessa contaminacdo utilizando o modelo zebrafish. Até o presente
momento ndo haviam sido realizados estudos envolvendo a determinacdo de pesticidas

presentes nas aguas superficiais e subterraneas da regido, que faz parte da bacia do rio Tibagi.
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2. Revisdo bibliogréafica

2.1 Pesticidas: Definicdo, classes e uso

De acordo com a ANVISA, agrotoxico é o termo legal e definido pela Lei 7802/89,
chamada Lei de Agrotoxicos, sendo também aceito e utilizados os termos pesticidas,
praguicidas e defensivos agricolas, como sinénimos (BRASIL, 1989). Em citacdo a Lei
7802/89:

“Agrotdxicos sdo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de
seres vivos considerados nocivos. S&o substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.”

Os pesticidas também se caracterizam por serem substancias altamente toxicas,
bioacumulativas, estaveis ambientalmente, porém com grande mobilidade, podendo
contaminar o solo, a 4gua e o ar (FENIK et al., 2011).

Sé&o classificados de acordo com 0 modo de acéo e de acordo com o tipo de organismo
a combater: herbicidas, inseticidas, fungicidas entre outros. Sdo também diferenciados
estruturalmente por grupos quimicos, entre inorganicos e organicos (BARBOSA, 2012). Os
grupos inorganicos incluem inseticidas arsénicos, fluoretos, herbicidas e fungicidas
inorganicos. Ja os organicos, se dividem em pesticidas organoclorados, organofosforados e
organonitrogenados.

Os pesticidas organofosforados (OPPs) sdo o principal grupo para protecdo das
culturas agricolas. Todos apresentam fosforo em sua estrutura, bem como um grupo éster. Seu
modo de acdo é através da inativacdo de enzimas que atuam no sistema nervoso,

principalmente a acetilcolinesterase, ndo apresentam especificidade, podendo afetar também a
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salde humana e animal. Os organonitrogenados (ONPs) incluem os compostos da familia das
feniluréias, carbamatos e triazinas. S&o muito utilizados para o combate de pragas e sdo
menos estaveis no ambiente do que os organoclorados (OCPs) e podem atingir o sistema
digestivo ocasionando intoxicagdes. Os OCPs sdo os mais estaveis no ambiente, podendo
durar até 30 anos e sdo considerados como altamente toxicos aos humanos (FENIK et al.,
2011).

Além da classe quimica, os pesticidas também podem ser indicados para tipos de
culturas e controles de pragas especificas. No Brasil, de acordo com levantamento realizado
por Pignati e colaboradores (2017), 42% da éarea plantada é destinada a cultura de soja,
seqguido de 21% para milho e 13% para cana-de-aclcar. J& em relacdo ao consumo de
pesticidas no Brasil, hd uma prevaléncia para o uso de herbicidas (57,99%), seguidos dos
inseticidas (12,30%) e fungicidas (10,62%) (IBGE, 2019). Na Tabela 1 é possivel observar os
pesticidas a serem abordados no presente trabalho, na qual a grande maioria sao herbicidas, e
todos sdo destinada para os tipos de lavouras mencionadas.

A cada ano o nimero de compostos permitidos para o uso nas lavouras aumenta.
Somente no ano de 2018, por exemplo, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), foram registrados no Brasil 450 novos ingredientes ativos, sendo 52
destes considerados de baixa toxicidade (defensivos bioldgicos). Assim, considerando que
para uma unica area de cultivo podem ser utilizados diversos pesticidas, a preocupa¢do com a

sua presenca e consequéncia no ambiente € ainda maior.



Tabela 1. Pesticidas e suas classificac@es e culturas utilizadas
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Pesticida ol Cl,as§e Cultura utilizada Estrutura
Molecular Quimica
Ametrina CyH17NsS Herbicida Cana-de-aguicar N=N j\“s
HaC™ N7 N7 N CH,
H H
cl
- - . a - NJ§.N
Atrazina CgH14CINs Herbicida Cana-de-acgucar, milho e sorgo |
N/I\NAN/\
H H
Alface, amendoim, beterraba,
batata, café, cebola, cenoura, Q j@\
Azoxistrobina CxH17N305 Fungicida citros, feijdo, goiaba, mamao, e 0r. J_oc,
melancia, mel&o, morango, der,
péssego, pimentdo, tomate e uva
Algodao, citros, feijdo, soja e o
) . trigo e também no tratamento de N —ocH,
Carbendazim CoHoN3O, Fungicida sementes de algodao, feijio e @ J—NH
soja N
H
Cana-de-agucar, citros, café, ol |\|1 rL
Diuron CoH1,CI,N,O Herbicida algodéo, abacaxi, videira, cacau, W/ ~
banana, alfafa e seringueira ol o}
[ ]
_N__N__0O
Hexazinona C1,H2N4O, Herbicida Cana-de-agucar ,\} N
T
o]
(CH,),CH
Imazaquim C17H17N304 Herbicida Soja lN\ lﬂ
Z>coH
O
HaC | =r" “OH
Imazetapir Ci5H19N305 Herbicida Soja e arroz irrigado N y=n T
HN CH:,CHS
(o]
Algoddo, arroz, arroz irrigado, N—NO,
. . - batata, cana-de-agucar, citros, N H
Imidacloprid CgH10CINsO, Inseticida feijo. fumo, milho, soja, C[O$_NJH
tomate e trigo H
Cl
(o]
. - Arroz irrigado, QPQ_)\/\
Propiconazol C15H47CILN30, Fungicida banana, cevada, milho e trigo Gl o
N
w
Alho, aveia, batata, cebola {5 e
Tebuconazol C16H2,CIN;O Fungicida ’ ) DA : SN
cevada, soja e trigo
Cl
0O  N-N
Tebutiuron CyH1gNs0S Herbicida Cana-de-acgucar \N)LN/QS&
H

Fonte: http://www.adapar.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=387 (2019)
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2.2 Contaminacdo dos Recursos Hidricos e Comportamento Ambiental dos Pesticidas

A poluicdo dos recursos hidricos vem sendo tema de diversos estudos nas dltimas
décadas, sendo as fontes poluidoras mais comuns: os efluentes industriais, o esgoto urbano e a
atividade agricola. O escoamento superficial de areas agricolas € um dos principais modos de
contaminacdo dos rios por pesticidas. Estes podem ocorrer: por aplicacdo direta destes
compostos para controle de plantas aquaticas e insetos; pela sua permeacdo atraves do solo;
por residuos de producdo de industrias de pesticidas; além dos préprios residuos municipais
que apresentam fungicidas e bactericidas (BIZIUK et al., 1996; KOCK-SCHULMEYER et
al., 2013).

No campo, os pesticidas podem ser aplicados também através de pulverizadores,
bombas e avides, na forma de spray. A influéncia dos ventos nesse tipo de aplicacdo ndo pode
ser evitada, auxiliando na sua dispersdao no ambiente, possibilitando a sua chegada as aguas
superficiais (VEIGA et al., 2016).

Com o avango tecnoldgico os pesticidas que eram estaticos, possuiam baixa
solubilidade e tinham um forte poder de adesdo ao solo, passaram a ser mais sollveis em
agua, possuir baixa capacidade de adesdo, ser mais volateis, persistentes e eficientes para
combater as pragas (VEIGA et al., 2006), mas também passaram a ser mais toxicos para
organismos nao alvos. Na Figura 1 é possivel observar o comportamento dos pesticidas no

ambiente e as diversas formas com que eles podem atingir os recursos hidricos.
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Figura 1. Comportamento dos pesticidas no ambiente
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Fonte: http://www.infobibos.com/Artigos/2010_2/Agrotoxicos/Index.htm, 2019.

Visto que cada pesticida possui uma caracteristica quimica particular, pouco se sabe
sobre comportamento nos solos. Fatores como populacdo microbiana do solo, temperatura,
incidéncia de luz, solubilidade em &gua, umidade do solo, pH do solo, tempo de meia-vida,
constante de equilibrio de ionizacdo de acido (Kj;) entre outros, sdo fatores que afetam
diretamente a sua permanéncia e ou transporte do produto quimico (GONCALVES, 2007;
SPADOTTO et al.,, 2009). Algumas das caracteristicas fisico-quimicas dos pesticidas,
entretanto, podem ser utilizadas para se calcular indices de particionamento conhecido como
indice de Vulnerabilidade de Aguas Subterraneas, do inglés, Groundwater Ubiquity Score
(GUS) (Equacdo 1), que auxiliam na compreensdo da mobilidade idnica dos compostos para
0s corpos hidricos, através da percolacdo do solo (ARMAS et al., 2007), em que, Koc é

coeficiente de particdo normalizado pelo carbono organico (L kg™ substancia organica).
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GUS =log,o (MeiaVida) x [4 — log10(Koc)] Eqg. 1

A Tabela 2 traz as informacdes sobre os indices calculados para cada pesticidas a ser
avaliado no presente trabalho por meio da Equacéo 1. De acordo com o GUS, valores abaixo
de 0,1 sdo considerados extremamente baixos, 1,0 a 2,0 de baixo potencial de mobilidade, 3,0
a 4,0 altos e acima de 4,0 de extrema mobilidade, podendo se mover em direcdo aos lencdis

freaticos.

Tabela 2. indice de GUS

Desticida Meia-Vida S(')Iubilidade em . Indice Mobilidade
no Solo (dias) Agua (mg L™) GUS

Ametrina 60 185 300 2,71 Moderada
Atrazina 60 33 100 3,56 Alta
Azoxistrobina 84,5 6,7 440 2,61 Moderada
Carbendazim 120 8 400 291 Moderada
Diuron 90 42 480 2,58 Moderada
Hexazinona 90 33 54 4,43 Extremamente alta
Imazaquim 60 60 20 4,80 Extremamente alta
Imazetapir 90 200 10 5,86 Extremamente alta
Imidacloprid 191 610 225 3,76 Alta
Propiconazol 110 110 650 2,42 Moderada
Tebuconazol 365 36 769 2,85 Alta
Tebutiuron 360 2500 80 5,36 Extremamente alta

Fonte: http://npic.orst.edu/ingred/ppdmove.htm e https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/index.htm (2019)

O indice GUS, apesar de classificar os pesticidas em extremamente baixa a
extremamente alta mobilidade, tem a desvantagem de n&o levar em consideracéo as condic¢oes
ambientais e o tipo de solo a que eles se encontram expostos, podendo, portanto, haver

algumas alteragfes na estimativa do comportamento real, quando expostos ao meio. Além do
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GUS, ha também o método de Goss e os critérios adotados pela Agéncia de Protecédo
Ambiental Norte-Americana (EPA, do inglés Environmental Protection Agency) que avaliam
o potencial de contaminacdo das aguas superficiais. Esses critérios avaliam as propriedades
fisico-quimicas de cada principio ativo, mas de forma geral, se o coeficiente de sorcéo a
matéria organica do pesticida indicar uma baixa retencdo ao solo (Koc<500) este pode ser
considerado como potencial contaminante de aguas, sendo que maiores tempos de meia-vida
indicam um maior acimulo do pesticida do ambiente (PEIXOTO, 2007; SOARES et al.,
2017).

Sabe-se que, devido a intercomunicabilidade dos sistemas hidricos, a contaminacao
em um determinado local pode afetar também areas distantes, o que acarreta na contaminacao
de toda a populacdo abastecida pelas areas da rede fluvial (VEIGA et al., 2006). Devido ao
uso indiscriminado dos pesticidas é possivel realizar a deteccdo dos niveis residuais dos
compostos no ambiente quando empregadas técnicas analiticas adequadas (KURZ et al,
2009). A fim de se realizar um controle de residuos toxicos no ambiente, diretrizes e
resolucbes foram criadas com valores méaximos permitidos (VMP) para alguns pesticidas, tais
como a resolugdo CONAMA 357/2005 (Anexo A) e a Portaria n® 2914/2011 do Ministério da
Saude. Contudo, o nimero de compostos listados, ainda é muito baixo, quando comparado
aos disponiveis comercialmente e em uso na agricultura, 0 que ndo garante um controle

efetivo da contaminagdo ambiental.
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2.3 Saude versus Pesticidas

Os agrotéxicos abrangem muitas substancias quimicas e produtos bioldgicos,
desenvolvidos para potencializar uma agdo biocida. Representam, assim, um risco em
potencial para todos os organismos vivos e principalmente para a salde publica. Muitos
desses compostos estdo na formulacdo dos defensivos agricolas. Estes podem permanecer no
ambiente por muitos anos, tornando inevitavel a exposicdo dos agricultores e de toda
populacdo local a estes residuos e aos seus produtos de degradacédo, nao s6 pelo contato com o
solo, mas também pela agua, pelo ar e por alimentos (GARCIA, 2001; BOLOGNESI, 2003;
RANGEL, ROSA e SARCINELLLI, 2011). Dentre os individuos considerados como grupo de
risco, enquadram-se além dos trabalhadores rurais, criancas, gravidas, lactantes, idosos e
pessoas debilitadas (BRASIL, 2017).

A exposicdo cronica dos agrotdxicos por longos periodos, mesmo que em baixas
concentracdes, pode desencadear ao desenvolvimento do cancer, da malformacgéo e a danos
no sistema nervoso e funcionamento do sistema enddcrino, bem como, problemas
respiratdrios, neuroldgicos, gastrointestinais, dermatolégicos e até mesmo a morte (ARYA,
2005; LI et al., 2014; RANGEL, ROSA, SARCINELLI, 2011; SILVERIO et al., 2017,
LOPES, ALBUQUERQUE, 2018). Segundo Relatério Nacional de Vigilancia em Saude de
Populacbes Expostas a Agrotdxicos o aumento na incidéncia de intoxicacfes vem
aumentando ao longo dos anos, bem como o consumo de agrotoxicos (Figura 2) (BRASIL,

2016).
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Figura 2. Relacdo entre comercializacdo e consumo de agrotdxicos e afins por area plantada

(kg/ha) e incidéncia de intoxicacao por agrotoxicos no Brasil. Dados de 2007 a 2013.

mmm Agrotéxico (kg) 1.291.207.301

= Area plantada (hectare) 1.224.997.637

=== Comercializagdo de agrotoxicos por area
plantada (kg/ha)
== |ncidéncia de intoxicagdes por 100.000 hab. | 1.029.281.322 1.036.751.016

16,44
797.796.302 829.019.225

643.057.017

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 ANO

Fonte: Brasil (2016).

Na literatura ha poucos estudos relatando os diferentes tipos de exposicdo aos
pesticidas e em relacdo aos fatores genéticos associados. Entretanto, sabe-se que a toxicidade
esta relacionada a dose e ao principio ativo absorvido, e que agravantes na saude sao
correlacionados positivamente ao uso intenso de pesticidas (PIGNATI et al., 2017). De
acordo com Bolognesi (2003) casos de leucemia e mielomas multiplos sdo muito frequentes
em agricultores.

Segundo a Secretaria de Estado da Satde do Parand, no Brasil ha uma enorme caréncia
de instrumentos clinicos que auxiliam no diagnéstico de intoxicacBes cronicas por
agrotoxicos, bem como, que possam relaciona-los ao trabalho e/ou ambiente (PARANA,
2013). O Ministério da Salde entretanto, vem buscando através das estratégias propostas
pelas Diretrizes para Vigilancia de Saude PopulacGes Expostas a Agrotdxicos, realizar
monitoramento da agua de consumo levando em conta os residuos de agrotdxicos visando

relacionar a situacoes de exposic¢do de risco de intoxicacdes (BRASIL, 2017).
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Um aspecto importante a ser considerado é que a maioria dos estudos toxicologicos
avaliam os efeitos potencialmente toxicos, mutagénicos e teratogénicos dos pesticidas
individualmente, entretanto, no ambiente a exposi¢cdo ocorre em misturas complexas, com
diferentes concentracdes e grupos quimicos, o que dificulta a identificacdo dos potenciais
causadores dos efeitos toxicos observados clinicamente (PEDLOWSKI et al.,, 2012;

SILVERIO et al. 2017).

2.4 Métodos de andlise para matrizes ambientais

2.4.1 Preparo de amostra

Tendo em vista a complexidade na composic¢do das matrizes de amostras ambientais e
a baixa concentracdo dos analitos, o uso de técnicas de extracdo e pré-concentra¢do tornam-se
indispensaveis para viabilizar e facilitar a deteccdo e quantificacdo de analitos nessas
matrizes. InUmeras estratégias, desde adicdo de padrdo interno até etapas de clean-up das
amostras, sdo elaboradas para minimizar a deteccéo de interferentes de modo a proporcionar a
realizacdo das analises (DAVID, 2007; CHAVES et al., 2007; MELO et al., 2007; PRIMEL,
2011).

A matriz das amostras pode conter espécies interferentes que apresentam alguma
similaridade quimica ao analito, sendo que os interferentes sdo capazes de promover uma
resposta instrumental semelhante, dificultando, ou até mesmo impossibilitando, a distingéo e
determinagdo do analito. Este efeito, conhecido como efeito de matriz, representa uma
dificuldade para a anélise de amostras in natura, impondo a necessidade da etapa de preparo
de amostras, a fim de extrair e concentrar 0 analito, minimizando os efeitos de matriz da
amostra, garantindo resultados precisos e mais sensiveis (VALENTE, AUGUSTO, 2000;

DAVID, SANDRA, 2007; CALDAS et al., 2011).
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Dentre as diversas possibilidades de pré-tratamento, a extracdo em fase sélida (SPE) e
a extracao liquido-liquido (LLE), embora sejam consagradas para o preparo de amostras
complexas, sdo métodos mais laboriosos, além de dispenderem um volume maior de solvente,
no caso da LLE. Seguindo a tendéncia de miniaturizacdo e automacéo de meétodos analiticos,
a micro extracao em fase solida (SPME) e a extracdo por sor¢do em barra de agitacdo (SBSE)
ganharam espac¢o nos Ultimos anos, e inimeros trabalhos utilizando essas técnicas tem sido
descritos para analise de contaminantes e aromas em alimentos, amostras de ar, poluentes em
amostras de agua, farmacos e seus respectivos metabdlitos em fluidos biologicos (DAVID,
SANDRA, 2007; LEANDRO, 2010; MELO, 2007; SILVA, 2011).

Apesar das diversas metodologias disponiveis, para a analises multirresiduos de
pesticidas em matrizes aquosas por cromatografia, a literatura vem demonstrando uma grande
preferéncia pelo preparo de amostra por SPE, devido a possibilidade de se utilizar um volume
maior de amostra, baixo volume de solvente de elui¢cdo, com consequente alto fator de
concentracdo, bom fator de recuperacédo e precisao, e pela ampla seletividade de compostos,
visto que os pesticidas possuem caracteristicas quimicas diferenciadas (SABIM et al., 2009;
CALDAS et al., 2011). As etapas do processo SPE estdo descritas na Figura 3.

A escolha do sorvente, volume de amostra, pH da amostra, solvente de eluicdo e
velocidade de percolacdo sdo variaveis que devem ser consideradas durante o
desenvolvimento do método. Entretanto, para a extracdo de pesticidas, os sorventes mais

comuns sdo os de Cig e poliméricos (CALDAS et al, 2011).
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Figura 3. Etapas da extracdo em fase solida
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Uma vantagem da técnica é que em rotinas de analises cujo o nimero de amostras a
serem preparadas € muito grande, ainda ha a possibilidade de postergar a eluicdo dos analitos
extraidos, congelando-se os cartuchos ap6s a etapa de percolacdo da amostra (-18 °C)
(KURZ, 2007). Outra vantagem de se utilizar a técnica SPE em relacdo as demais técnicas de
extracdo € a sua capacidade de automacdo (SPE on-line), no qual o sistema de extracdo €

acoplado diretamente ao sistema cromatografico (CALDAS et al, 2011).
2.4.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

O monitoramento de compostos em baixas concentragdes em amostras ambientais, na
presenca de interferentes, requer algumas etapas de preparacdo da amostra e uma analise com
alta sensibilidade (ALBUQUERQUE et al., 2016). Tradicionalmente, o0 método utilizado para

a analise de pesticidas em niveis traco utiliza a cromatografia liquida (LC), uma vez que a
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técnica permite a separacao, identificacdo e quantificacdo de compostos, quando aplicado um
detector adequado, como o arranjo de diodos (DAD) e/ou espectrometro de massas (MS). A
fim de detectar baixas concentracdes, o espectrometro de massas é uma ferramenta valiosa
com alta seletividade e sensibilidade, especialmente quando utilizando o monitoramento de
reacGes multiplas (MRM ou SRM do inglés, selective reaction monitoring) (CALDAS et al.,
2011; GLAUNER et al., 2012; ROUSIS et al., 2017; SABIN et al., 2011).

Diferentes tipos de analises podem ser realizadas de acordo com o analisador de
massas disponivel. Entretanto, para andlises com fins quantitativos a utilizacdo de
instrumentos do tipo triplo-quadrupolo é a mais indicada, desde que haja padrbes analiticos
disponiveis durante as analises. A utilizacdo de duas transices no modo SRM visa garantir
maior seletividade e confiabilidade do método, e caracteriza 0 método target, no qual se sabe
qual o composto é o alvo (FARRE et al., 2012; GLAUNER et al. 2012; ROUSIS et al., 2017).
O modo target é muito utilizado durante etapas de screening quando se busca determinados
compostos ja conhecidos ou esperados em determinadas amostras, como o caso de pesticidas
e seus produtos de degradacdo, com transi¢cdes conhecidas em matrizes ambientais Contudo,
normalmente hd um limite de 150 compostos por método desenvolvido dependendo da
separacdo cromatografica, devido a possivel perda de sensibilidade (FARRE et al., 2012). Os
critérios de deteccdo e identificacdo para os compostos sdo normalmente avaliados com
auxilio de um software, no qual o composto é tido como detectado quando ha concordancia
com a massa da molécula alvo (erro < 5ppm) e 0 tempo de retencdo apresenta uma variagdo

menor que 0,2 minutos (Figura 4) (ROUSIS et al., 2017).
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Figura 4. Exemplo de composto ausente e composto presente durante analise do modo SRM
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Apesar da diversidade de compostos que podem ser considerados como alvos no
método target, deve se levar em conta que, em amostras ambientais, h4 a possibilidade de
existir compostos tidos como desconhecidos, pela auséncia de padrdo analitico no momento
da andlise, ou por pertencer a outras classes de contaminantes também presentes nessas
matrizes. Para estes tipos de compostos, cuja analise pode ser denominada untarget, o modo
de aquisicdo em full-spectrum, é uma alternativa interessante, no entanto, necessita
equipamentos com alta resolucdo de massa, tais como quadrupolo com tempo de voo (time-of-
flight — QTOF) e o linear ion-trap (LTQ). Este modo de andlise pode fornecer informacdes
interessantes do ponto de vista ambiental em relacdo a contaminagdo das amostras estudadas,
desde que empregadas técnicas estatisticas de tratamento de dados adequadas, visto que nédo
h& uma pré-selecdo de busca. Todavia, em matrizes complexas, a comparagdo dos dados de
massas obtidos com bancos de dados se torna complicada, dificultando a identificagdo dos

compostos (ROUSIS et al., 2012; SOULIER et al., 2016).
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2.5 Ensaios toxicologicos - zebrafish

Estima-se que 95% dos estudos sobre efeitos de determinadas substancias em
organismos Vvivos sdo realizados em roedores. Recentemente o modelo zebrafish, tem
ganhando destague na comunidade cientifica. O Zebrafish, conhecido no Brasil como
paulistinha (Danio rerio) (Figura 5) € um peixe de &gua doce de pequeno porte, facil
manutencdo e com alta taxa de reproducéo e de rapido desenvolvimento. Em um periodo de
24 horas ja é possivel observar o estabelecimento do plano corporal e o desenvolvimento de
alguns 6rgdos, e a partir de 72 horas ap0s a fertilizacao as larvas eclodem, atingindo o estagio

adulto em 90 dias (Figura 6).

Figura 5. Exemplar adulto de Danio rerio

Fonte: https://www.zebrafishfilm.org, 2019
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Figura 6. Desenvolvimento do Danio rerio
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Pelo fato deste apresentar um genoma ja sequenciado, com grande semelhanca ao dos
mamiferos, torna-o um modelo vidvel para estudos comportamentais, genéticos, toxicoldgicos
e de mecanismos patoldgicos (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; LIESCHKE,
CURRIE, 2007). O modelo zebrafish foi proposto por George Streisinger em 1981 e possui
um banco de dados genéticos disponivel no site zfin.org, onde é possivel encontrar diversos
trabalhos, inclusive um guia laboratorial para se trabalhar com o animal.

O modelo zebrafish é de grande interesse em estudos quanto a qualidade de agua, visto
gue como outros peixes, ele é capaz de absorver de forma rapida substancias adicionadas ou

presentes na agua na qual estéd inserido, acumulando essas substancias em diferentes tecidos,
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principalmente no sistema nervoso central, que pode ser diretamente afetado por pesticidas
(SANT’ANNA, 2009, DAl et al., 2014).

Os compostos organofosforados, por exemplo, atuam na fosforilagdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que quando blogueada, gera um actmulo da acetilcolina (ACh)
nas sinapses, que gera um estimulo aumentado, resultando em sinais e sintomas de acéo
muscarinica (em musculos lisos, fibras cardiacas e glandulas exdcrinas) e nicotinica (em
musculos esqueléticos e ganglios autbnomos). Além da AChE, esses compostos inibem
também uma esterase chamada neuropathytargetesterase (NTE), presente no sistema nervoso
central (SNC), quanto no sistema periférico e em outros tecidos, como musculos e linfocitos
(VASCONCELLOS; LEITE; NASCIMENTO, 2002). Estudos realizados por Bretaud e
colaboradores (2007) observaram que o Zebrafish apresenta o gene que codifica a sintese de
AChE, o que garante o uso desse animal para estudos sobre a influéncia colinérgica no
organismo (SANT ANNA, 2009).

Além das alteragdes bioguimicas, & possivel realizar observacdes visuais, que
representam indicativos de efeitos toxicos, apos a fertilizacdo dos ovos, tais como: a
coagulacdo dos ovos; a ma formacdo dos embrides; a auséncia de deslocamento da cauda do
saco vitelinico; e a falta de batimentos cardiacos (Figura 7). A toxicidade é determinada com

base no resultado positivo de pelo menos uma observagéo (OECD, 2013).
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Figura 7. Desenvolvimento embrionario do Zebrafish para o periodo de 24 a 96 horas pos

fertilizacdo do grupo controle negativo (normal) e do grupo controle positivo (exposto a

substancia toxica).
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Fonte: Proprio autor

A utilizacdo de embrides de peixes em testes toxicoldgicos (FET — fish embryo test) é

considerada uma alternativa promissora ao uso de peixes adultos, porém, ainda é mais comum

a realizagéo de estudos com compostos individuais, do que com misturas complexas. O FET

segue um protocolo padronizado descrito pela OECD 236, em que parametros letais e sub-

letais sdo avaliados em um periodo que pode variar de 24 a 96 horas. Contudo, estudos tem

demonstrado que a sensibilidade do teste & maior quando este atinge periodos maiores de

exposicio (OECD, 2013; STELZER et al., 2018; MEIRELES et al., 2018).
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3. Objetivo

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca e os niveis de residuos de contaminantes em aguas superficiais, de
poco e potavel de uma regido agricola e industrial proxima a Arapongas, pertencente a bacia
do rio Tibagi, empregando a cromatografia liquida e o modelo Zebrafish para avaliar seus

efeitos toxicos.

3.2 Objetivos Especificos

o Verificar a influéncia da sazonalidade de culturas agricolas ao longo de um ano.

e Auvaliar parametros fisico-quimicos de potabilidade das aguas: pH, cor, turbidez e
condutividade;

e Verificar a contaminacdo pela determinacéo de pesticidas e marcadores por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, aplicando a abordagem
qualitativa de screening multiresiduos ndo direcionada (untarget) e quantitativa
direcionada por padrdes (target);

e Auvaliar a toxicidade de herbicidas e fungicidas nas amostras das dguas, em
concentragdes de relevancia ambiental, por meio do teste Fish Embryo Acute Toxicity

(FET) com embrides de Zebrafish (Danio rerio).
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Abstract

The rises of toxic effects caused by pesticides are of concern. However, Brazilian legislation
still needs scientific subsides to improve the water quality requirements. This can be
attributed in part to the few existing studies showing the occurrence and levels of multi-
residue pesticides. Therefore, the objective of this study was to investigate the presence and
the residue-levels of pesticides in surface, ground and drinking water of Tibagi micro-basin in
Parana state, Brazil. Data obtained over a year for the physical-chemical parameters,
screening and quantification, made by liquid chromatography-tandem mass spectrometry,
confirmed the contamination by several pesticides. Alarming concentrations of diuron and
imazethapyr in a permanent preservation area and in groundwater were observed. The absence
of legislation for most pesticides under study makes difficult the prohibition of their use and
the control of their residue-levels on the environment. The results draw attention to further

discussion and engagement around the pesticides regulations.

Keywords: residue levels, environmental regulation, water quality requirements, diuron,

imazethapyr.
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Introduction

Brazilian agriculture in the past few years has been growing and using an
indiscriminate amount of pesticides to increase the crop yield becoming the main world's
market."™ During 2013, the most commercialized pesticides were glyphosate and atrazine,
both herbicides. However, fungicides, insecticides, acaricides, nematicides, growth regulators,
repellents, and biocides are also commonly used.

It is recognized that the agronomic intensification associated with the use of pesticides
increase the environmental impacts, usually observed through physico-chemical and
microbiological parameters in water samples for example. Consequently, the toxic effects on
animals and humans exposed occupationally and to the environment also increase.*’ Beyond
the intensive use of different classes of pesticides, the lack of information and technical
assistance in rural areas also contribute to soil and water contamination by the rural workers,
as a result of the incorrect discharge of residues during the clean-up of equipment and plastic
containers on the environment.?

The pesticides disseminated throughout the environment have complex behavior,
going through a variety of physics, chemistry and biological process that generates
metabolites and degradation products.® Regardless of the concentrations, these products can
present higher toxicity than the original compounds and may have a straight correlation with
the increasing number of diseases, like cancer.'%**

Besides pesticides, the presence of other emerging contaminants in the environment,
such as industrial compounds, pharmaceuticals, personal care products and disinfection by-
products, result in negative effects in living organisms due to the non-target effect and

contribute to increase surface and groundwater pollution' ***° Recent studies have shown that
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the exposure of parents before a child’s birth increase the risk of infant leukemia and
Parkinson’s disease to 70%.*" 18

At the south of Brazil, the state of Parana is known for the intensive production and
commercialization of pesticides, occupying the third position according to the report made by
the Ministry of Health in 2016 and Ministry of Agriculture in 2018.*° The discrepancy might
be related to the presence of 36 industries of pesticides in the state. These large numbers of
industries associated with agricultural activities indicate the need for severe environmental
monitoring. The concern is related to the possibility of surface and groundwater
contamination due to the presence of agrochemicals and the incorrect discharge of
wastewater, which might affect the drinking water quality. Although many countries treat and
distribute water to the population, in rural areas the water might come directly from natural
sources, such as mines or wells without adequate treatment.

The water quality requirements are not a consensus and can follow national and
international guidelines. In general, all the guidelines evaluate odor, taste, color, turbidity,
conductivity, pH and concentration of organic and inorganic compounds, although
compounds of interest and their maximum allowed values may vary for each country
according to their use.? 2%

Currently, Brazil has monitoring programs of pesticides such as the National
Monitoring Water Quality for Human Consumption Program (VIGIAGUA), available on the
Monitoring Information on Water Quality for Human Consumption System (SISAGUA).
However, according to the legislation, less than 10% of the pesticides in use are monitored.>
21, 23 Recently, the "Pesticides law" (Law 7802/1989) is undergoing several changes, which is
causing many divergences between businessmen, environmentalists and medical entities.?*

One of the most controversial items includes permission for products classified as "acceptable

risk", prohibiting only those classified as "unacceptable risk".
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The Brazilian legislation already has several flaws regarding known toxic compounds
without allowed limit of concentration for drinking water. On the other hand, the European
Union has no target pesticides, but is more restricted regarding the total concentration that
should be less than 0.50 pg L™ for drinking water. This fact emphasizes the need to review the
matter of pesticide monitoring in the national legislation.?>% Despite the discrepancy between
national and international regulations, accordingly to Avelhana and Zylbersztajn (2018),
Brazil has the most advanced and restricted law concerning environmental protection, but its
enforcement has several loopholes.?’

Regardless of the law and its application, some areas are well known by the suspect of
pesticides contamination, as the case of a rural area in the northern region of the state of
Parana. During the years of 2002 and 2006, the Public Ministry realized some investigations
after suspecting poor water quality due the non-natural taste and smell and the high fish
mortality.?® However, several years later the problem persists, and little has been done to
protect this area. Thus, considering the lack of scientific evidence and scarce data of pesticide
multi-residue contamination in this region, the aim of the present study was to evaluate
physico-chemical parameters and pesticides of the Tibagi River micro-basin water over a
year. We hope this study will contribute providing scientific subsidies to promote the
protection needed to this area by regulatory agencies. It is further expected that the data
generated will serve as a basis for broadening the range of monitored pesticides besides

reducing their residue levels in the environment.
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Experimental

Study area and samples

The studied rural area is located in the city of Arapongas at the north of Parana state
(23.49S, 51.42W).The study area is recognized for its intense agricultural activity (mainly
soy, wheat and corn) and to be close to an agrochemical industry. The water bodies present in
this region are part of micro-basins, which constitute the basin of the Tibagi River. According
to CONAMA 357 this river is classified as Class 2.% Its tributaries and springs, although not
cataloged, must belong to the same class, or to a more protected class (class 1, or special
class, the latter one designated for water mines). These water sources have being used by the
population in plant cultivation, for animal breeding and for human consumption.

This region has a humid subtropical climate, and although there is no defined dry
season, rains are more intense in the warmer months. Thus, considering the possibility of
rainy periods and also the seasonal agricultural activity and pesticides uses, four collection
campaigns were carried out in 9 sampling points during the year 2015: March (M), June (J),
September (S) and December (D).

The nine sampling sites were chosen taking into account the relevance and the
presence of crops, proximity to the agrochemical industry, presence of water well, proximity
to populated area, and the ease of access to streams potentially receiving runoff and effluents

(Figure 1, Table SI 1).
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500 m

Fig. 1 - Map location of the area under study at Parana state (a) and an aerial view of the 9

points of water sampling collections (b).

The sources of water at each sampling point (SP) were collected as follows: 1, 3, 4, 5,
6 and 7, from stream or river; 2 from a mine; 8 from public supply and 9 from groundwater
(water well). Although the major crops in this area are soy, wheat and corn, crops of tomatoes
and eucalyptus were also noticed around the sampling points (SP) 2 and 5 respectively
(Figure 1). Most samples were collected from surface water bodies, being the sampling point
SP 5 the only one under a permanent preservation area. The tap water sample (SP 8) has been
treated according to the Brazilian requirements of sanitation and potability with limits
established by the Ministry of Health Ordinance No. 2914 of 2011.%

One liter of water sample was collected in each sampling point in a clean amber glass

bottle. Samples were kept under refrigeration (4 © C) until further processing.
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Physico-chemical parameters

Water quality based on the physico-chemical parameters was evaluated according to
The National Environment Council — CONAMA Resolution 357/05).** In natura samples
were characterized in terms of: color at A= 455 nm (Nano color Vis MN, Macherey—Nagel,
Diren, Germany), conductivity (Digimed DM-3P, Campo Grande, Brazil), pH (lon Meter

781, Metrohm, Switzerland) and turbidity (HACH 2100Q, Hach Corporation, United States).

Sample preparation for pesticides analysis

In natura water samples were vacuum filtered through a 0.22 pum cellulose ester
membrane (Millipore, USA) before solid phase extraction (SPE). The SPE procedure was
done using C18 Sep-Pak cartridges (500 mg) (Waters, Milford, MA, USA) previously
conditioned with 4 mL of methanol (HPLC grade, J. T. Baker, Center Valley, PA, USA) and
equilibrated with 4 mL of ultrapure water (Milli-Q®, Millipore, USA). 250 mL of the water
sample were passed through the cartridges using a vacuum manifold system. After washing
with 2 mL of ultrapure water, the cartridges were dried under a vacuum and kept frozen (-12
°C) until further analysis.” The elution was performed with 2 mL of methanol, and the eluate
was diluted 10 times in ultrapure water before liquid chromatography-tandem mass

spectrometry (LC-MS/MS) analysis. Preconcentration factor reached 12.5 times.
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Standards

Considering the agricultural activity and the use of the pesticides due the crop areas,
analytical standards of ametryn, atrazine, azoxystrobin, carbendazim, diuron, hexazinone,
imazaquin, imazethapyr, imidacloprid, propiconazole, tebuconazole and tebuthiuron (purity
between 96.5 and 99.9 %, Sigma Aldrich, Madrid, Spain) were used to prepare a stock
solution of each pesticide at a concentration of 400.00 mg L™ using methanol as solvent.
Mixed standard solutions were prepared in methanol-water (10:90, v/v) in concentration range
of 0.10 - 375.00 pg L™ and used to obtain analytical curves and further analysis of validation

steps.

Liquid Chromatography conditions

The LC-MS/MS method was performed by an ACQUITY UPLC I-Class system
(Waters, Manchester, UK) consisting of a binary pump with solvent manager, mobile phase
degasser, autosampler with flow-through needle containing sample manager and column
heater. Mobile phase was composed of solvent A (water) and solvent B (methanol) both with
0.1% formic acid. A linear gradient elution was employed: 5% B (0 — 0.24 min), 5—-95% B
(0.25 - 7.74 min), 95 % B (7.75 — 8.50 min), 5 % B (8.51 — 10.00 min). The injection volume
for each sample was 1.0 pL in “Full loop” injection mode and the sample manager was kept at
4 °C. Chromatographic separation was achieved at 0.45 mL min* flow rate using a UPLC

BEH C18 column (2.1 mmx50 mm, 1.7 um, Waters, Milford, MA, USA) maintained at 40°C.
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Mass spectrometry conditions

Mass detection was performed using a tandem quadrupole mass spectrometer,
ACQUITY TQD (Waters, Manchester, UK), equipped with an electrospray ionization
interface (ESI). The method for the screening of 402 pesticides was performed based on
Morphet and Hancock (2008).%° The presence or absence of the analyte defined was made by
checking the existence of 2 transitions in the selective reaction monitoring (SRM) mode,
where the first transition is used for quantitation while the second transition is applied to
confirm the presence of the pesticide in the sample. lon ratio was also performed. According
to the compounds found during the screening step, 12 pesticides were evaluated due to
relevance and availability of the analytical standards. The parameters used for external
quantitation method were optimized individually for each one of the 12 pesticides under study
(Table 1).

For both methods (screening and quantitation) the ion source was operated at 120 °C
with a capillary voltage of 1.0 kV and extraction cone voltage of 3.0 V. Nitrogen was
employed for both the dissolvent (800 L h™*) and cone (5 L h™) kept at 400 °C. Acquisition
mode chosen was SRM at an argon collision gas pressure of 3.5x10% mBar.

Data acquisition and processing were achieved by using MassLynx 4.1 (Waters,

Manchester, UK).
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Table 1. Mass spectrometry parameter of the quantified pesticides in water bodies

. . Molecular Precursor Product Collision
ol PR Formule ion/m/z ion/m/z Gy energy/eV

. 132.10 33 28

2.50 Carbendazim CyHgN30, 192.1
160.10 33 18
. . 175.10 34 20

3.27 Imidacloprid CyH1oCINsO, 256.1
209.10 34 15
4.65 Imazethapyr CisH19N30O 290.11 69.05 42 28
' Py 197 e ' 86.08 42 26
) 71.00 35 30

4.97 Hexazinone C1oH59N4O, 253.1
171.10 35 16
5.05 Imazaquim Ci7H17N30 312.2 86.20 40 28
' q T ' 267.20 40 20
) 116.00 36 26

5.11 Tebuthiuron CoH1cNs0S 229
172.00 36 18
5.42 Azoxystrobin Cy,Hi7N;0 404 329.00 28 30
' 4 22 AT 372.00 28 15
68.10 38 36

5.48 Ametryn CoH17NsS 228.1
186.10 38 18
. 96.10 39 23

5.62 Atrazine CgH14CINs 216.1
174.10 39 18
. 46.30 34 14

5.81 Diuron CyH10CLLN,O 233
72.10 34 18
6.36 Propiconazole Cy5H47,CILN;O 342 69.00 46 22
' P 1 T2 159.00 46 34
70.10 40 22

7.24 Tebuconazole C16H2,CIN;O 308
125.00 40 40

Rt: Retention time; m/z: mass-to-charge ratio.

Validation process

Before the analysis of the pesticides on the samples, the method was validated with
respect to accuracy, precision, linearity and limits of detection and quantitation following the
EU Guidelines.®! The analytical range evaluated was from 0.01 to 50.00 pg L. The accuracy
of the method was accomplished by recovery studies, performed by spiking known amounts
of the standard mixture (n=3) with low (0.25 ug L™), medium (1.00 pg L™) and high (50.00

ug L) concentration levels of pesticides in ultrapure water. Accuracy was calculated as the
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percent ratio between the found and known concentrations. The precision measurement of
three different levels of concentration (0.01, 1.00 and 10.00 pg L™, n=6) was also performed
and has been determined as percent coefficient of variation based on relative standard
deviation (% RSD). The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) were

also determined by the signal to noise (S/N) ratio.

Statistical Analysis

A multivariate statistical technique was chosen to evaluate the large number of data
obtained by quantitation of pesticides and physico-chemical analysis. The Principal
Component Analysis (PCA) allowed the reduction of the data set size, supporting the
interpretation without loss of information. A 3D plot with factors scores were used to obtain a
better view of principal component (PC) 1, 2 and 3. All the statistical analysis was

accomplished through STATISTICA 8.0.

Results and Discussion

The Brazilian National Council for the Environment, CONAMA, establishes in
Resolution 357 (CONAMA, 2005), characteristics and concentrations of substances for water
bodies according to the destination of these resources. In addition to appearance, organoleptic
characteristics and microbiological parameters, this resolution specifies values for physico-
chemical parameters and also maximum concentration limits for various substances, such as
oil and its derivate, nutrients, metals and some pesticides, among other compounds.?

Unfortunately, only a few agrochemicals are listed in the resolution, which does not represent

the most frequently used and detected pesticides in that area.
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Physico-Chemical Analysis

Class 2 rivers and streams, as the water bodies under study, may be used without water
treatment for irrigation and livestock, but for human consumption, adequate treatment is
required. However, some of the physico-chemical parameters analyzed showed values above
the legal limits, highlighting conductivity, which was the parameter with more outliers
according to the preconized standards (Tab. 2).

Conductivity is a physico-chemical parameter that may be used as an indirect
measurement of pollutants concentration, since it depends on the dissolved ions in water, such
as phosphate, nitrate and chloride ions, and common contaminants from crop areas.***
Despite its importance, no limit is described in the legislation. Nevertheless, it is known that
natural water receiving domestic or industrial effluent, on the other hand, can present

2 A study performed in two rivers at the Rio

conductivity above than 1000.00 uS cm™.
Grande do Sul state showed conductivity values lower than 90 pS cm™ for samples
considered as natural waters.** Values > 100.00 uS cm™ as in cases of SP 3, SP 4 and SP 9,
which presented results in the range of 120.30 to 421.00 pS cm™, may indicate environmental
impact in natural water. SP 5 conductivity stands out due to the raised levels observed in the
samplings of September and December (Tab. 2) with an increase more than 600 times the
value of 1200.00 pS cm™, which may point out pollution.

All December samplings showed color values higher than 75.00 mg Pt L™, probably

due to the rainy period (59.8 mm of precipitation) that increases the amount of available

organic matter and suspended solids.
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Table 2. Data from 9 different water sources in 4 sample collections during a year by month

(M, J, S and D) regarding the color (mg Pt L™), conductivity (uS cm™at 25 °C), pH, and

turbidity (NTU).

Sampling point (SP)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

M 39.82 1355 3982 2549  39.82 1832 2071 11.16 1355

5 J 5653 2549 3026 3504 5414 3026 3026 23.10  25.49
S S 10420° 3743 3265 5653 9952 3026 4220 32.65 37.43
D 226.09° 130.56° 111.46° 230.86° 467.28% 123.40° 123.40° 101.91° 187.88°

2 M 9390 8210 146.80° 325.00 290 28.80 420 138.50° 421.00°
g J 98.00 8500 150.50° 296.00° 250  28.10 410 134.50° 409.00°
2 S 7640 7260 133.20° 269.00° 1375.00° 31.00 3.50 120.30° 344.00°
§ D 8160 7320 96.90 219.00° 1286.00° 30.50 3.40 131.20° 360.00°
M  6.04 6.19 591°  6.30 6.92 6.38 6.43 7.08 6.84

- J 59 628 587" 632 6.65  7.02 6.45 7.00  6.70
S 5 610 5.60°  6.53 6.67 6.83  7.44 6.81 7.36 7.29
D 686 573* 578  6.90 6.80  6.82 6.45 7.03 6.93

-~ M 569 3.78  0.46 4.52 6.66 2.15 1.04  0.18 1.90
5 1 363 054  0.39 1.59 549  0.57 0.67 0.22 0.30
E S 672 135 043 4.48 8.90 0.76 054  0.27 0.65
= D 2020 202 055  19.40 93.20 1.76 1.05 017 411

M: march, J: june; S: september; D: december.
Data values higher than the legislation limit (CONAMA 357/2005).
Limits according to the CONAMA 357: color < 75.00 mg Pt L™; pH 6.00 to 9.00; turbidity

< 40.00 NTU for Class 1 and < 100 NTU for Class 2 and 3.

® Limits preconized by FUNASA (2014): conductivity < 100.00 pS cm™

The pH is one of the most important physico-chemical parameters evaluated in this

work since the persistence and the partitioning of the pesticides molecules in the aqueous

media is directly related to it.*> The pH range observed was 5.6 to 7.44, of which six samples

were considered outliers accordingly to the limit range (6.00 - 9.00).! In this pH range,

several compounds still persist on their non-ionized form due to the pKa value, promoting

their association with the organic matter available.*

Regarding the turbidity, a water of natural source usually ranges from 3.00 to 500.00

nephelometric turbidity units (NTU), while in drinking water turbidity should be lower than
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1.00 NTU. The turbidity of the samples ranged from 0.17 to 93.20 NTU. Since the
classification the rivers are Class 2, all the samples can be considered as in accordance with
the quality standards for this parameter. However, SP 5 (D) presented a worrisome value of
93.20 NTU, higher than all the other samples and close to the allowed limit.

Another requirement for Class 2 is the virtual absence of substances that provide taste
or odor. All the samples collected, except the SP 8 (tap water), had a non-natural smell, a fact
that could be used to classify the sampling points as unfit for use. However, these waters have
been continuously used by the local population for vegetables, fruit and grains irrigation, for

breeding animals, and also for human consumption.

Pesticides Screening

Most of the standard water and wastewater treatments do not eliminate certain
substances, such as pesticides. For this reason, if the drinking water is obtained from surface
and groundwater, the pesticides residues presented in the sources can also reach and expose
humans.?

Due to the strong agricultural activity, the evaluation of the presence of pesticides as
main contaminants was performed firstly by a qualitative screening method for 402 different
pesticides.® Despite the selectivity of SRM mode, it is common to get false positive or
negative results due to matrix interferents and slight changes in retention time.*® After a
meticulous data analysis, only the compounds that presented both transitions in the duplicate
analysis were considered as a positive result. Therefore, the presence of at least 26 different
pesticides in the samples was confirmed. Samples SP 4, SP 5, SP 7 and SP 9 were the most
contaminated points in all the samplings (data not shown). SP 5 showed more than 15

different compounds by sampling. The total ion chromatogram (TIC) of SP 5 for the four
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collections (Fig. 2) shows also the different profile of each month and the different intensity

of compounds presents in this sample at the screening stage.

100+
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Fig. 2 Total ion chromatogram at the screening of pesticides acquired in SRM mode for SP5.

Quantitative Method Validation

Among the pesticides confirmed during the screening step, was developed and
optimized a quantitative method to evaluate 12 pesticides (Tab. 1). The results are present in
the Supplementary Information (SI 2). Linearity was achieved presenting coefficients of
determination (R?) higher than 0.99 for all studied pesticides in a concentration range of 0.01
to 50.00 pg L. Precision was assessed based on values found in the real water samples, and
for all the studied compounds presented relative standard deviations (RSD) < 20%. The
accuracy of the method calculated through the 3-level recovery on low, medium and high
standards concentrations (0.25, 1.00 and 50.00 pg L™ respectively) were within the acceptable

levels of 70 to 120 %. Limit of quantitation (LOQ) was considered as the lowest
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concentration point on a calibration curve,®” at 0.01 pg L™ for all pesticides, except for the
imazethapyr (LOQ = 0.05 pg L™) and azoxystrobin (LOQ = 0.10 pg L™).

The method was considered feasible and reliable for the target pesticides and the

values obtained were in accordance with the EU Guidelines.!

Pesticides Quantification in Samples

Pesticide quantification was performed after the method validation in the 36 samples,
which were analyzed in triplicate with RSDs under 20% for each pesticide. The total
concentration obtained of pesticides per sample is summarized in Table 3, which values
ranged from 0.28 to 20.63 pg L™. For individual results of pesticide per sample and collection
period (M, J, S and D) presented as Mean + Standard Deviation, please see Supplementary

Information Tables Sl 3 to Sl 6.



65
Table 3. Total concentration of the 12 pesticides quantified by LC-MS/MS in water bodies of

a rural area studied at north Parana state.

Collection [Total Pesticides] (ug L™, n=3)
Month SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 SP7 SP8 SP9
March(M) 029 044 031 162* 1254* 028 11.26* 0.28 2.14*
June(J) 045 1.04* 041 159* 1295* 0.28 19.29* 031 2.72*

September(S) 0.50* 0.64* 040 157 6.33* 045 15.70* 033 2.52*
December(D) 1.55* 0.85* 0.38 1.30* 8.52* 0.28 20.63* 0.28 3.55*

* Total concentration of pesticides that exceeds the allowed limit established by European
Union < 0.50 pug L™ ? data summarized from the sum of the individual detailed results
(Supplementary Information, Tables SI 3-Sl 6).

The presence or absence of a pesticide in water can be related to its persistence or
movement throughout the soil. The physico-chemical properties of each pesticide (half-life,
Koc - sorption potential, and solubility in water) can be used to calculate the partitioning index
known by Groundwater Ubiquity Score (GUS). The GUS index can indicates the trend of
mobility to water bodies and groundwater in extremely low, low, moderate and high
displacement, although it does not take into account the local environmental conditions. %3
Accordingly, to the GUS index, the compounds under study presented moderate
(propiconazole < diuron < azoxystrobin < ametryn < tebuconazole) and high (carbendazim <
atrazine < imidacloprid < hexazinone < imazaquim < tebuthiuron < imazethapyr) potential for
movement.*®3° Nevertheless, the concentrations obtained during the sample analysis showed a
behavior different than expected for some compounds, such as diuron.

Within the legislated organic compounds, atrazine is the only pesticide which was
evaluated in this study, with a maximum limit level of 2.00 ug L™>.# The SP 9 (J) sample
presented the highest concentration of atrazine concentration (1.40 ug L™). At the same time,
imazethapyr was present in a concentration of 6.54 pg L™ in SP 7 (J) and diuron at 12.59 pg

L™ in SP 7 (D). Diuron is one of the most widely used herbicides in Brazil, and although it is

persistent in soil due to its low solubility in water, several studies have been made to measure
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its concentration in water bodies and to evaluate its toxicity in different organisms.>*® A study
performed with samples collected from two rivers from Mato Grosso do Sul, an area with a
strong agricultural activity obtained concentrations of diuron < 0.01 pg L™ *® The lowest
concentration of diuron in the present work was 0.16 pg L™. The presence of atrazine,
carbendazim, imidacloprid, hexazinone, and tebuthiuron, were also evaluated by the
researchers in Mato Grosso do Sul, with concentrations lower than 0.1 pg L™ Effective
concentrations (EC, 50%) of Diuron were reported in the literature at the same range of those
found in SP 5, 7 and 9 (1.03 — 12.59 pg L™).*

Researchers also have been studying imazethapyr and tebuconazole concentration in
surface water surrounded by rice crop areas, where the maximum concentration reported for
these compounds were 0.326 and 0.015 pg L™, respectively.* Those concentrations were
lower than the observed in our study, that reached 6.54 pg L™ for imazethapyr (SP 7 in June)
and 0.80 pg L™ for tebuconazole (SP 4 in September). Comparing the results reported in the
literature with those obtained in the present paper, several samples had higher concentrations
of pesticides, endorsing the contamination suspect.

Considering the EU guidelines for water quality standards for consumption, the
maximum residue limit (MRL) for the total active ingredients is of 0.50 pg L™ of pesticides,
including metabolites degradation and reaction products.?>?® With regards to this, at least 58%
of the samples analyzed in our study have a total concentration of pesticides higher than the
recommended. However, is important to highlight that only 12 pesticides of those 26
confirmed compounds in the screening stage were quantified, which means that the total

concentration of pesticides can be even higher.
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Overall Results and Final Considerations

PCA analysis (Figure 3) was carried out in order to evaluate the contribution of all the
variables under study (pH, conductivity, color, turbidity and pesticides concentrations) taking
into account the SP location and the period of collection (M, J, S and D), allowing a reduction
of the data matrix size.* The variables with high importance in the multivariate analysis
model were diuron, imazaquim, imazethapyr and color, while tebuthiuron, hexazinone and
azoxystrobim presented less importance.

More similarities were expected within the collection period, due to the crop season,
rain activity and runoff, than for SP. However, in the 3D PCA plot the opposite behavior was
observed, with groups formed by specifics samples like SP 4, SP 5 and 7, SP 9, whereas the
other SP (1, 2, 3, 6 and 8) remained in the same group. This association indicates that the
contamination of these areas may have been influenced by factors beyond the mere seasonal
agricultural activities of the area. SP 5 (M, J, S, D) and SP 7 (M, J, S, D) for example,
presented high concentrations of diuron and imazethapyr in all the collections, compared to
others and remained as a single group. According to the GUS index, imazethapyr has a higher
potential of leachability than diuron.®® Taken into account that the main use of diuron is for
the weed control in sugarcane or citrus cultivation areas, ° crops not cultivated in the study

area, the high incidence of this herbicide on the water over all the year is alarming.
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<0

Fig. 3 3D view of PCA analysis of water samples collected in 4 different months (March,

June, September and December) of a year in 9 sampling points.

In the screening step, the samples SP 4 and 9 were considered as highly contaminated,
due the presence of several pesticides. After the multivariate analysis (Fig. 3) was observed
that the same sampling points for the four collection campaigns were separated in some
isolated groups. This behavior showed to be consistent with that observed previously,
however, if consider the total amount of the pesticides quantified per samples, SP 5 and 7 are
more contaminated than SP 4 and 9. It is important to consider that SP 5 is under a permanent

preserved area, which ideally should have less environmental impacts. In the same way, SP 9
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was collected from a groundwater well, which is the source of water commonly used in many
cities and rural properties, almost without prior treatment before consumption.

The only sample recommended for human consumption that attends the EU guideline
criteria, considering the parameter evaluated, was SP 8 in all campaigns. However, it is
important to highlight that the current quality standards from drinking water, surface and
groundwater proclaimed by Brazilian legislation, could be easier to meet if the water sources
and springs area are clean and preserved. On the other hand, the current legislation still does
not guarantee the water quality regarding the absence of all pesticides in use and in non-
hazardous amounts to human health. Accordingly to the article 11 of CONAMA 357/05,%
“The public powers may, at any moment, add other conditions and quality standards for a
specific water body or make them more restrictive due to local conditions or based on
scientific evidence”. In this way, this study is expected to be a warning, contributing in the
direction of public policies changing, which need to be more concerned about the
environmental monitoring. In addition, this work also shows the requirement of future studies
in the area using biological indicators through ecotoxicological and toxicological tests, targets

of our next studies.

Conclusion

Evidences of ‘water bodies’ contaminations in the area were observed by the high
conductivity values obtained and the presence of pesticides, confirmed by the screening and
the quantitation of 12 pesticides in all the samples studied, including drinking water (SP 8).
High concentration of diuron and imazethapyr in surface and groundwater drew more

attention when compared to other regions. However, the absence of legislation for these
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compounds, like many others, makes prohibition or control of the use and the residue levels
difficult.

The high levels of contamination in a permanent preserved area, water bodies and
groundwater are concerning, encourage further assessment and monitoring of this area and
bring subsidies for discussions on changes in the parameters evaluated by the legislation and

for the management of natural resources by the competent authorities.

Supplementary Information

Supplementary information (Table SI 1-SI 6) is available free of charge at

http://jbcs.sbq.org.br as PDF file.
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Table SI 1. UTM coordinates from the sampling points

Sampling Points

UTM Coordinates

SP1
SP 2
SP3
SP 4
SP5
SP 6
SP7
SP 8
SP9

22k;0455828; 7400659; Elev 792 m
22k;0455759; 7401017; Elev 769 m
22k; 0455623;7401677; Elev 753 m
22k;0455844; 7401849; Elev 786 m
22k;0458133; 7401759; Elev 755 m
22k;0458494; 7401044, Elev 786 m
22k;0457348; 7400402; Elev 804 m
22k;0456752; 7401541, Elev 845 m
22k;0456752; 7401541; Elev 845 m

UTM: Universal Transverse Mercator conformal projection. Elev: Elevation or altitude.
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Linear range

Accuracy (Recovery %, n=3)

Precision (RSD %, n=6)

Compound Slope Intercept R? (n=9) LoD LOQ 475 1.00 50.00 0.01 1.00 10.00
ug L™

Carbendazim  1297.10  -575.42 09741  0.01t050.00  0.003 0.010  55.58 86.84 92.79 1.37 4.88 4.48
Imidacloprid 53.53 -83.78 09995  0.01t050.00 0.003 0.010 9405 11567  103.84 5.97 13.62 5.24
Imazethapyr 15522  -219.22  0.9978  0.05t050.00  0.010 0.050 11291  110.06 98.03 7.60 8.32 3.19
Hexazinone 1905.40  1827.20 0.9998  0.01t050.00  0.003 0.010 108.08 80.46 91.72 1.96 18.62 5.03
Ametryn 444530 16895.00 0.9942  0.01t050.00  0.003 0.010 103.67  107.92 99.50  10.10 4.33 3.16
Atrazine 2390.30  6234.80 0.9974  0.01t050.00  0.003 0.010 112.87 91.88 97.68 2.08 4.74 3.65
Imazaquin 352.19 305.24 0.9980  0.01t050.00  0.003 0.010  77.03 98.58 91.04 4.96 11.49 6.75
Tebuthiuron 228480  6812.10 0.9927  0.01t050.00  0.003 0.010 106.31 73.98 89.56  10.89 11.26 4.80
Diuron 17489  -43496 0.9985  0.01t050.00 0.003 0.010 8825  106.74 9483 1453 10.66 6.30
Azoxystrobin  1009.30  -1141.00 09981  0.10t050.00  0.010 0.100 97.36  102.49  109.83 2.92 13.57 2.79
Propiconazole ~ 2039.10  -335.29  0.9926  0.01t050.00  0.003 0.010 103.60 9259  106.38 7.74 3.44 4.74
Tebuconazole 158570  -8867.70  0.9920  0.01t050.00  0.003 0.010 103.86 108.43  103.78 8.04 8.63 9.32

R?: coefficient of determination. LOD: limit of detection. LOQ: limit of quantitation. RSD: Relative standard deviation.



Table Sl 3. Pesticides concentration in water bodies quantified by LC-MS/MS in different sampling points collected in March
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Sampling points (Mean (n=3) + SD, ug L™)

Pesticide 1 5 3 4 5 5 7 3 9
Carbendazim 0.01+000 0.01+000 0.01+000 0.01%0.00 0.01+0.00 0.01+0.00
Imidacloprid 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.03+0.00 0.01+£0.00 0.01+£0.00 0.05+0.01
Imazethapyr <LQ <LQ 031+005 6.18+0.91 <LQ 3'3555 * <LQ
Hexazinone
Ametryn 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01 £0.00 0.05+0.00 0.01 £0.00 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01+£0.00
Atrazine 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.08+0.01 0.18 +0.02 0.01+0.00 0.50+0.04 0.02 +0.00 0.90+0.04
Imazaquin 0.01£0.00 0.04 £0.00 0.02 £0.00 0.16 £0.03 0.50 £0.06 0.01 £0.00 0.57+£0.00 0.01+£0.00 0.01+£0.00
Tebuthiuron 0.18 +£0.02 0.08 +0.01 0.01 +0.07 0.01+0.00
Diuron 0.16 £0.01 0.26 £0.04 0.18 £0.03 0.29 £0.03 5.29 £ 0.46 0.16 £0.00 6.25 £ 0.85 0.16 £0.00 1.03+£0.19
Azoxystrobin
Propiconazole 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01£0.00 0.02 +£0.00 0.11+£0.01 0.01£0.00 0.01£0.00 0.01+£0.00 0.01+£0.00
Tebuconazole 0.06+0.00 0.07+001 0.06+0.00 0.56+0.10 0.13+0.01 0.06 +0.00 0.06 +0.00 0.06 +0.00 0.11+0.01

Total 0.29+0.02 0.44 +0.06 0.31+0.03 1.62+0.24 1254+1.49 028+0.01 11.26+1.51 0.28 +0.00 2.14+0.26

SD: Standard deviation. <LQ: values are lower than limit of quantitation.



Table Sl 4. Pesticides concentration in water bodies quantified by LC-MS/MS in different sampling points collected in June
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Sampling points (Mean (n=3) + SD, pg L™)

Pesticide 1 > 3 4 5 6 7 3 9
Carbendazim 0.16 £0.01 043+0.03 0.08+0.01 0.11+0.01 0.22 £0.02 0.01 +£0.00 049+£0.04 0.01+000 0.22+0.03
Imidacloprid 0.01 £0.00 0.01 +£0.00 0.06 £0.01 0.07 £0.01
Imazethapyr <LQ 0.13+£0.00 5.34 +£0.54 6.54 +0.72 <LQ <LQ
Hexazinone 0.03+£0.00 0.14 £0.02 0.04 £0.01
Ametryn 0.01+£0.00 001+0.00 0.01+000 0.01£0.00 0.04 £0.00 0.01 +£0.00 0.01£0.00 0.01+£0.00 0.01+0.00
Atrazine 0.03+£0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.07+0.00 0.13+£0.01 0.01 +£0.00 0.58+£0.02 0.02+0.00 1.02+0.14
Imazaquin 0.01+£0.00 005+0.01 003+£0.01 0.13%+0.02 0.63+£0.11 0.01 +£0.00 0.96+£0.15 0.01+0.00 0.01+0.00
Tebuthiuron 0.01£0.00 0.16+0.02 0.08 £0.01 0.01£0.00 0.01 £0.00
Diuron 0.17+£0.02 039+0.06 020+0.04 0.27+0.04 6.05 +0.22 0.16 £0.01 10.63+0.04 0.17+0.01 1.22+0.21
Azoxystrobin
Propiconazole 0.01+£0.00 0.02+0.00 0.01+000 0.02£0.00 0.15+£0.02 0.01 +£0.00 0.01£0.00 0.01+£0.00 0.01+0.00
Tebuconazole 0.06£0.00 0.09+0.01 006+0.00 0.66+0.12 0.12 £0.02 0.05 £ 0.00 0.06£0.00 0.06+£0.00 0.10+0.02

Total 045+£0.04 104+0.12 041+£005 159%+023 1295+0.98 0.28+0.02 19.29+098 031+0.02 2721043

SD: Standard deviation. <LQ: values are lower than limit of quantitation.



Table SI 5. Pesticides concentration in water bodies quantified by LC-MS/MS in different sampling points collected in September
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Pesticide Sampling points (Mean (n=3) + SD, ug L™
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Carbendazim  0.15+0.01 0.07+£0.01 0.05+0.01 0.06+0.01 0.04+0.01 0.02+0.00 0.05+0.01 0.17 £ 0.02
Imidacloprid 0.01+0.00 0.01+0.00 0.00£0.00 0.02+0.00 0.05+0.02 0.01+£0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.10+0.01
Imazethapyr 0.05+0.01 <LQ 0.07+£0.01 1.77x033 0.14+000 4.28+0.47 <LQ <LQ
Hexazinone 0.01+£0.00 0.03+£0.00 0.07x0.01 0.05+0.00
Ametryn 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+£0.00 0.01+£0.00 0.02+0.00 0.01+£0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00
Atrazine 0.03+£0.00 0.03+0.00 0.03+0.00 0.08+0.00 0.11+£0.01 0.03£0.00 059+£0.02 0.03£0.00 1.02+0.04
Imazaquin 0.01+£0.00 0.03+0.00 0.02+0.00 0.05+0.01 0.14+0.03 0.01+£0.00 0.36+0.07 0.01+£0.00 0.01£0.00
Tebuthiuron 0.18+0.02 0.06+0.01 0.01+£0.00 0.01£0.00
Diuron 0.21+£0.02 036+0.00 020+£0.03 0.26+0.05 380+042 0.16+0.00 10.33+0.28 0.17+£0.02 1.04+0.18
Azoxystrobin <LQ <LQ
Propiconazole 0.01+0.00 0.02+0.00 0.01+0.00 0.02+0.00 0.16+0.03 0.01+£0.00 0.01+£0.00 0.01+£0.00 0.01£0.00
Tebuconazole 0.06+0.01 0.07+0.05 0.06+0.00 0.80+0.13 0.11+0.01 0.06+0.00 0.06+0.00 0.06+0.00 0.10+0.01

Total 050+£0.05 064+£0.05 040+£0.04 157+024 6.33+0.87 045+£0.01 1570+£0.85 0.33+0.02 252%0.27

SD: Standard deviation. <LQ:

values are lower than limit of quantitation.
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Pesticide Sampling points (Mean (n=3) + SD, pg L™)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Carbendazim 0.43+0.03 035%+0.02 0.02+0.00 0.11+001 0.15+0.01 0.01+£0.00 0.97+0.07 0.08 £ 0.01
Imidacloprid 0.02 £0.00 0.01+0.00 0.03+0.00 0.03£0.00 0.01+0.00 0.01£0.00 0.16+0.02
Imazethapyr <LQ <LQ 2.69+£0.34 5.75 £ 0.67 <LQ
Hexazinone 0.09 £ 0.02 0.03£0.00 0.11+0.02 0.11 £ 0.02
Ametryn 0.01£0.00 0.01+£0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.03+£0.00 0.01+0.00 0.01£0.00 0.01+0.00
Atrazine 0.04+0.00 0.02+0.00 0.03+£0.00 0.05+0.00 0.11+0.00 0.02+0.00 057+0.04 0.02+0.00 1.40+0.07
Imazaquin 0.01£0.00 0.04+0.00 0.01+0.00 0.06+0.01 0.36+0.05 0.01+0.00 0.66+0.09 0.01+£0.00 0.02+0.00
Tebuthiuron 0.11+0.01 0.09+0.01 0.01£0.00 0.02 £ 0.00
Diuron 0.86+0.17 0.31+0.06 0.23+0.04 024+005 4.66+0.18 0.16+0.00 1259+0.64 0.16+0.00 1.56+0.29
Azoxystrobin <LQ
Propiconazole 0.01+0.00 0.02+0.00 0.01+0.00 0.02+0.00 0.19+0.03 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01£0.00
Tebuconazole  0.06 £0.00 0.08+0.01 0.06+0.00 0.61+0.08 0.12+0.02 0.06+0.00 0.06+0.00 0.06+0.00 0.18+0.03

Total 155+0.23 0.85+0.00 0.38+0.05 1.30+0.16 852+0.66 0.28+0.01 20.63+161 0.28+0.01 355+0.44

SD: Standard deviation. <LQ:

values are lower than limit of quantitation.
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Capitulo III- Identificacao de
contaminantes em amostras de agua
por abordagem de screening nao
direcionado(untargeted) e direcionado

(target)
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1. Introducéo

De acordo com a legislacdo brasileira, as condi¢fes de qualidade de &gua para agua
doce, de forma geral, exigem auséncia de toxicidade a organismos, materiais flutuantes,
inclusive de espumas ndo naturais e gosto ou odor (BRASIL, 2005). A resolucdo ainda
apresenta valores méximos permitidos (VMP) para diversos parametros inorganicos e
organicos, dentre eles alguns agrotoxicos, mas nao abordam diversos contaminantes
emergentes como farmacos, produtos de uso pessoal, horménios e esteroides que também
podem afetar negativamente a salude humana e o ambiente (MONTAGNER et al., 2017).
Entretanto, o monitoramento de todas essas classes de poluentes é dificultada devido as
possiveis flutuacbes de suas concentracdes, além da variabilidade da composicédo da amostra a
ser estudada (SOULIER et al., 2016).

Um fator importante a ser considerado ao se realizar analises ambientais € o tipo de
metodologia a ser empregada, desde a coleta e preparo de amostra até a deteccdo, a fim de
minimizar a variabilidade dos dados, visto que a amostragem realizada é apenas uma
demonstracdo da realidade (SOULIER et al., 2016; BARAZZETTI et al., 2018). Sabe-se que
as etapas de aquisicdo, processamento de dados e sua interpretacdo sdo etapas laboriosas,
porém, fundamentais no processo de avaliacdo de diversos compostos, como por exemplo, na
avaliacdo de perfis metabolicos. Essa avaliacdo pode ser dividida em duas etapas, targeted e
untargeted. Na abordagem targeted s&o obtidas informagdes quantitativas sobre compostos de
interesse previamente definidos, enquanto a abordagem untargeted consiste em uma analise
exploratéria visando a identificacdo de novos compostos, que possam ser futuros alvos
(MISRA et al., 2016).

A abordagem untargeted, utilizada normalmente apenas para fins biolégicos, também
se mostra aplicavel em investigacdes ambientais, visto a diversidade de compostos presentes a
serem identificados nessas matrizes, cujo método targeted ndo é capaz de abranger (IEDA et
al., 2019).

Ao se realizar investigacfes utilizando os principios untargeted também é possivel
obter perfis de contaminacdo, que auxiliam a compreender a sua incidéncia, efeitos de
sazonalidade, areas mais afetadas e a determinar compostos marcadores de contaminagao para
auxiliar na identificagdo das fontes contaminadoras. Alguns autores consideram esta
abordagem util em investigacao forense (MEGSON et al., 2016; LARSEN et al., 2019).
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Na abordagem untargeted é imprescindivel utilizar técnicas analiticas adequadas,
iniciando pelo processo de extracdo da amostra, que € considerado como uma etapa critica do
processo. Para amostras liquidas a extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase
extraction) vem sendo a técnica mais amplamente aplicada para a anélise de contaminantes
emergentes. Ja em relacdo a analise em si, ha uma preferéncia por técnicas rapidas e robustas,
que apresentem alta sensibilidade e seletividade, como a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) com ionizacdo por electrospray (ESI), contanto que, os
analitos ndo sejam volateis. A vantagem em se utilizar os detectores de massas esta na sua
versatilidade, sensibilidade, ampla faixa de trabalho e precisdo. Entretanto, existem diversos
analisadores de massas no mercado, capazes de fazer medi¢cdes nominais ou de alta resolucéo.
Para analise guantitativa de contaminantes em niveis traco é recomendado a utilizacdo de
analisadores de massa do tipo triplo-quadrupolo (QqQ) ou triplo-quadrupolo -“ion-trap” linear
(QLIT). Contudo, para analises mais precisas, capazes de analisar padrdes de fragmentagdo e
obteng&o precisa de massas de compostos, sdo indicados o Orbitrap e o analisador quadrupolo
com tempo de voo (QqTOF) (FARRE et al., 2012; MEGSON et al., 2016; KIND et al.,
2017).

A Ultima etapa da andlise é a de processamento e tratamento de dados, na qual se
utilizam ferramentas estatisticas uni e multivariadas, para se extrair informacdes relevantes
dos dados obtidos, para posterior identificacdo com auxilio de base de dados espectrais tais
como MassBank [http://www.massbank.jp], ou NIST
[http://www.nist.gov/mml/bmd/data/tandemmass-speclib.cfm] quando o padrdo analitico de
determinado composto € indisponivel (MISRA et al., 2016; KIND et al., 2017).

Neste contexto, o objetivo deste capitulo foi utilizar a abordagem untargeted para
obter um perfil molecular e identificar novos contaminantes, bem como possiveis marcadores
de poluicdo, presentes nas amostras de agua provenientes de cdrregos, abastecimento

municipal e pogo.
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2. Material e Métodos

2.1 Amostras

A obtencéo, descricdo e preparo das amostras utilizadas para a realizacdo deste estudo
estdo descritas no Capitulo I (ALMEIDA et al., 2019).
2.2 Equipamento

Para a realizagdo das anélises de LC-MS/MS foram utilizados um sistema
cromatografico de ultra performance (UPLC® I-Class, Acquity, Waters) com bomba binéria,
sistema de gerenciamento de solventes e desgaseificador; acoplado a um detector tipo triplo-
quadrupolo (Acquity TQD, Waters), equipado com interface de ionizacdo por electrospray
(ESI), operando no modo de ionizacdo positivo. A coluna utilizada na separacdo foi uma
Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 pm; Waters).

O método cromatografico utilizado foi o0 mesmo descrito no Capitulo 11 (ALMEIDA et
al., 2019).

2.3 Screening direcionado para compostos suspeitos

Assim como ja descrito brevemente no Capitulo Il, foi realizado um método de
screening direcionado de multiresiduos, no qual buscou-se a presenca de 402 compostos,
sendo estes pesticidas, seus metabdlitos e produtos de degradacéo a partir do método proposto
por Morphet e Hancock (2008).

O método utilizado buscou a presenca ou auséncia de diversos compostos a partir da
verificacdo da presenga ou auséncia de 2 transices no modo de monitoramento seletivo de
reacOes (SRM, do inglés selected reaction monitoring). Neste, a primeira transicdo é usada
para quantificacdo, enquanto a segunda é utilizada para confirmar a presen¢a do composto na
amostra. O tratamento dos dados foi realizado através do software MassLynx ™ 4.1 (Waters,
Manchester, Reino Unido), sendo processado pelo TargetLynx™ Aplication Manager
(Waters, Manchester, Reino Unido).

Para esta etapa a fonte de ions foi operada a 120 °C com uma tensdo de 1,0 kV

aplicada no capilar e de 3,0 V no cone de extragdo. O gas nitrogénio foi empregado tanto para
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a dessolvatacéo (800 L h™ ') quanto para o cone (5 L h™ ) mantido a 400 °C. O gés argonio foi
utilizado como gas de colisdo & uma pressdo de 3,5 x 10 mBar. O volume de amostra

injetado foi de 1,0 uL no modo “Full loop”.



87

2.4 Andlise ndo direcionada — Método Untargeted

A fim de se tentar identificar compostos ndo avaliados durante a etapa de screening
direcionado, 0 método Untargeted foi empregado atraves da analise no modo full scan no
modo positivo na faixa de varredura de 100 a 900 m/z. As condi¢bes cromatograficas
permaneceram as mesmas, enquanto os parametros do espectrometro de massas foram: fonte
de ions operada a 120 °C com uma tensdo capilar de 1,0 kV e tenséo de cone de extragdo de
3,0 V; gas nitrogénio para dessolvatagdo (1000 L h™*) e no cone (5 L h™ %), mantido a 500 °C;
gas argonio a pressdo de 3,5 x 10 2 mBar. O volume de amostra injetado foi de 1,0 puL no
modo “Full loop”.

Para a aquisicdo e processamento dos dados foi utilizado o software MarkerLynx®
software (Waters, Manchester, Reino Unido). Os parametros foram definidos da seguinte
forma: tempo de retencdo: 0 a 10 minutos; faixa de varredura de massa de 100 a 900 Da e
tolerancia de massa de 0,1 Da. Para integracéo, a largura do pico a 5% da altura foi de 1s, e 0
ruido de linha de base aplicada pico-a-pico foi zero. O nivel de eliminacdo de ruido foi
definido como dez e o threshold para os marcadores foi de 20000. Nao foi excluida nenhuma
massa ou aduto.

Apds o processamento, o software gera uma lista de picos detectados de acordo com o
tempo de retencéo (t;) e relacdo massa-carga (m/z). Cada par recebeu uma identificagédo (ID)
por ordem de eluicdo. Visando normalizar as intensidades dos picos, a auséncia de um pico
foi rotulada como zero na Tabela. A fim de obter alguma identificacdo, bancos de dados como
ChemSpider [http://www.chemspider.com] e 0 MASSBANK
[https://massbank.eu/MassBank/Search] foram utilizados. A matriz de dados foi analisada por
analise de componentes principais (PCA) e andlise discriminante ortogonal por minimos
quadrados parciais (OPLS-DA) pelo software EZinfo 2.0 (Waters, Milford, MA, EUA).

2.5 Andlise confirmat6ria de Cafeina e Paraxantina

Sendo a cafeina um dos marcadores de acdo antropica, sua deteccdo e de seu
metabdlito paraxantina, foi realizada utilizando as mesmas condi¢cdes cromatogréficas
previamente descritas, com deteccdo pelo modo SRM de acordo com 0s parametros

otimizados para cada analito (Tabela 1).



88

A fonte de ions foi operada a 150 °C com uma tenséo capilar de 3,0 kV e tensdo no
cone de extracéo de 2,0 V. O nitrogénio foi utilizado na dessolvatagdo (900 L h™ ) e no cone
(25 L h™ ) mantido a 400 °C. O argbdnio foi utilizado na camera de colisdo & 3,5 x 10~° mBar.

O volume de amostra injetado foi de 5,00 uL no modo “Full loop”.

Tabela 1. Pardmetros de aquisi¢cdo no modo SRM para cafeina e paraxantina

Tempo de lon lon )
) ) . Voltagem do Energia de
Analito Formula retencdo  precursor  produto L
) Cone (V) coliséo (eV)
(min) (m/z) (m/z)
) 110,15 24
Cafeina CgH10N4O; 1,59 194,73 38
138,17 18
) 124,17 18
Paraxantina C;HgN,O, 1,32 180,65 34
149,07 6

Fonte: Préprio autor

Padrdes analiticos de cafeina e paraxantina (1,7-dimetilxantina) (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) foram utilizados para a quantificacdo das amostras, avaliadas na faixa
dinamica de trabalho de 0,5 — 200,0 pg L™
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3. Resultados e Discussao

3.1 Screening direcionado

Devido a atividade econdmica da regido estudada ser voltada basicamente para a
agricultura, considera-se que a maior parte dos contaminantes presentes nas amostras sejam
decorrentes desta atividade. Por esse motivo, buscou-se utilizar um método de screening que
pudesse avaliar um grande nimero de pesticidas, bem como, seus produtos de degradagéo. O
método escolhido foi capaz de avaliar 402 compostos (targets) diferentes, e por este motivo
foi denominado de screening direcionado. Apesar do nimero elevado de targets presentes no
método, na somatoria de todas as amostras foram encontrados apenas 26 deles. A Figura 1
traz a discriminacdo do nimero de targets encontrados por amostra e coleta.

De acordo com os dados obtidos, houve uma predominancia de contaminacao para as
amostras P4, P5 e P9. Ja em relacdo aos meses de coleta, Dezembro foi més com menor

incidéncia de contaminacéo.

Figura 1. Gréaficos obtidos pelo numero de compostos alvos “targets ” detectados por amostra
durante a etapa de screening direcionado para 0s quatro meses de coleta nos 9 pontos
amostrados P1 a P9

251

15+

10+

NUmero de compostos detectados

5-
0--
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Amostra
3 Marco B3 Junho B Setembro @ Dezembro

Amostras P1 a P7 provenientes de agua de rio, P8 de abastecimento publico e P9 de agua subterranea.

Fonte: Proprio autor.
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Um dos objetivos de se utilizar métodos de screening € avaliar e eleger possiveis
marcadores para estudos de monitoramento ambiental em dadas regides e auxiliar na
identificacdo das possiveis fontes de contaminacdo (MEGSON et al., 2016; SOULIER et al.,
2016). Dentre os compostos identificados, além dos ja quantificados e amplamente discutidos
no Capitulo Il (ALMEIDA et al., 2019), alguns apresentaram destaque por serem especificos
por local de coleta, e ndo por més avaliado. Os compostos foram: bromacil para o ponto
amostral P4, propiconazol para o P5 e propazina para o P9. Entretanto, € importante ressaltar
que apesar da alta seletividade da técnica ao se utilizar o modo SRM, o método ndo garante a
confirmacédo e a quantificagdo do composto, visto que essas s6 podem ser realizadas com a
utilizacdo de padréo analitico (LLORCA, 2013; SOULIER et al., 2016).

O bromacil & um herbicida usualmente utilizado em culturas de abacaxi e frutas
citricas, podendo também ser utilizado em associagdo com o diuron (ANVISA, 2019). Apesar
do diuron ter sido relatado em todos os pontos amostrais (ALMEIDA et al., 2019) o bromacil
foi apenas identificado no P4, sendo um potencial marcador para este ponto amostral.
Seguindo o mesmo principio, temos o propiconazol, que é um fungicida empregado no
controle de alvos bioldgicos das culturas de arroz irrigado, banana, cevada, milho e trigo
(ADAPAR, 2019). Durante a realizagdo das coletas observou-se o cultivo de milho e trigo na
regido, contudo, o fato deste fungicida ter sido detectado apenas no P5 também o torna um

potencial marcador de poluicdo para futuras investigacoes.

3.2 Método Untargeted

Ao contrario do método targeted, que negligencia diversos contaminantes presentes
nas amostras, pois busca grupos e compostos pré-determinados, 0 método untargeted pode ser
considerado como uma hipétese livre em relagdo a identificacdo de moléculas, visto que ndo
tem alvos especificos (SIBIYA et al., 2019). Contudo, devido a alta complexidade dos dados
obtidos, e também devido a inconstancia da composicao durante diferentes coletas, no caso de
estudos de monitoramento ambiental, a anélise de dados e a sua correlagdo, ainda podem ser
considerados como um desafio analitico.

A partir da andlise e processamento de dados das 36 amostras foi possivel detectar
9.172 compostos (Figura 2 a). Os compostos identificados foram distribuidos de forma néo

supervisionada, de acordo com sua similaridade através da analise de componentes principais
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(PCA, do inglés Principal Component Analysis) (Figura 2 b). Esse perfil pode ser chamado de
perfil molecular das amostras, que contém todas as moléculas ja analisadas nos métodos
targeted e screening direcionado, bem como, diversos compostos naturais, e que, portanto,

ndo devem ser consideradas como discriminantes (SOULIER et al., 2016).

Figura 2. Perfil molecular obtido para amostras a partir da aquisi¢cdo de dados em modo full

scan na faixa de 100 a 900 m/z no modo positivo (a) e Scores plot do modelo PCA (b)
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Fonte: Proprio autor.

A abordagem untarget aliada a analise por PCA permitiu visualizar uma melhor
separacdo por més de coleta comparada as abordagens anteriores. A distingdo do més de
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Dezembro foi evidenciada em relacdo aos demais meses avaliados, mas também é possivel
observar uma tendéncia de separacdo para os meses de Julho, Setembro e Marco. Os meses de
Julho e Dezembro, por sua vez, permitiram uma melhor visualizacdo da separacdo das
amostras. Um fato alarmante, é que ndo houve distin¢do da amostra P8 em relacdo as demais,
em nenhum més de coleta. Essa amostra por ser de abastecimento publico, seria esperado que
tivesse um comportamento diferente das demais.

Quando um grande numero de compostos € identificado, torna-se dificil a
compreensdo e interpretacdo dos dados, no entanto, técnicas estatisticas como a analise
multivariada e pesquisa de banco de dados de metabdlitos, possibilitam a sua melhor
visualizagdo (GRAHAM et al., 2015). Por outro lado, mesmo com a melhoria dos dados
usando essas ferramentas, a definicdo de qual composto deve ser considerado de interesse é
empirico, representando uma desvantagem da abordagem untargeted. No entanto, é
importante destacar que uma medic¢do ndo direcionada pode se tornar um composto alvo, apds
todas as etapas da andlise de dados, que inclui extragcdo, alinhamento, anotacdo, anéalise
estatistica, pesquisa em banco de dados e interpretacdo (GARDINASSI et al., 2017).

De acordo com as andlises do Capitulo Il e de screening direcionado, foi constatado
que os pontos amostrais 4, 5, 7 e 9 apresentaram maiores indices de contaminagdo em relacdo
aos demais. A partir desta informacé&o foi proposta uma nova separacao de grupos, sendo estas
amostras nomeadas como Grupo 1, e as demais (P 1, 2, 3, 6 e 8) como Grupo 2. Esse
agrupamento supervisionado foi utilizado para a realizacdo da analise discriminante de
projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés Orthogonal Projections to
Latent Structures Discriminant Analysis) (Figura 3).

Para se verificar quais componentes contribuiram significativamente para a diviséo
dos Grupos foi gerado o grafico S-plot, que auxilia na reducdo do ndmero dos ions de
interesse, mas que permite ainda explicar a maxima variacdo das amostras (GRAHAM et al.,
2014). No grafico S-plot (Figura 4) cada ponto representa um par de tg-m/z, e quanto maior é
a sua distancia de 0 no eixo X, maior é a contribuicdo do par em diferenciar os dois grupos
avaliados (SHANG et al., 2016).
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Figura 3. Scores plot do modelo OPLS-DA para as amostras de &4gua analisadas no modo

positivo.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com a Figura 4 é possivel observar que o Grupo 1 (valores negativos do
eixo X) apresentou uma maior contribuicdo de diferenciacdo do que o Grupo 2. Para auxiliar
na selecdo das varidveis, a suas significancias foram avaliadas através dos valores de
influéncia da projecdo das variaveis (VIP), no qual foi considerado que quanto maior o valor
de VIP mais significativa € a variavel para a distingdo dos grupos (TUGUZIMANA et al.,
2016). Para o presente estudo foram selecionadas apenas varidveis com valor de VIP>1. Apos
a selecdo de alguns possiveis marcadores, as informacdes de m/z foram entdo submetidas a
base de dados online como o ChemSpider e MassBank, a fim de se realizar a identificacdo de
novos compostos, ainda ndo contemplados pelas analises anteriores. Dentre 0s compostos
identificados observou-se a presenca de farmacos e cafeina, além de outros pesticidas (Tabela
2).
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Figura 4. OPLS-DA/S-plot obtido para 36 amostras de &gua analisadas no modo positivo.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 2. Tentativa de identificacdo de compostos significativos entre as amostras de agua

estudadas
VIP m/z Identificacéo [I)\;Ifg:;((;gs)e Formula Utilizacao
1,01 261,21 Flumequina 0,04 C14H12FNO3 Antibidtico
1,09 173,19 Atrazina-Desisopropil 0,14 CsHgCINsg Metabolito Atrazina
1,12 304,15 Diazinon 0,05 C12H21N2,O3PS Inseticida
1,15 321,36 Clopidogrel 0,30 C16H16CINO,S Farmaco
1,16 320,65 Clorpirifos-metil 0,24 C7/H7CI3NO3PS Inseticida
1,27 388,14 Fipronil-dessulfinil 0,17 C12H4Cl2FgNy Metabolito Fipronil
1,34 315,34 Alaclor ESA 0,04 C14H2:NOsS Metabdlito Alaclor
152 353,04 Aceclofenaco 0,01 C16H13CIbNO, Antinflamatorio
1,89 822,56 Rifampicina 0,15 Ca3HsgN4O12 Antibiotico
1,95 194,65 Cafeina 0,46 CgH19N4O2 Estimulante
2,15 305,37 Imazamox 0,24 C15H19N304 Herbicida
2,45 151,02 Acetominofem 0,05 CgHoNO» Analgésico
296 217,33 Pimetrozina 0,10 C1oH11NsO Inseticida
3,36 180,61 Paraxantina 0,45 C,HsN,O» Metabolito Cafeina
495 32081  Dimetenamida-ESA 0,26 C1oH1sNOsS; Metabolito

Dimetanamida

Fonte: Proprio autor.
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A presenca de farmacos e cafeina em todas as amostras analisadas indicam que além
da j& comprovada contaminacdo por pesticidas devido a atividade agricola da regido, ha
também uma grande influéncia de atividade antropica, ocasionada pelo provavel descarte de
efluentes domésticos nas aguas analisadas. Fato semelhante foi observado por diversos
pesquisadores ao avaliarem a qualidade da agua potavel e de rios brasileiros (MONTAGNER
et al., 2017; GONCALVES et al., 2017; SPOSITO et al., 2018; STARLING et al., 2018) e
também de diversos paises (FAWEL, NIEUWENHUIJSEN, 2003; SOULIER et al., 2016;
MEGSON et al., 2016).

Apesar da obtencdo do perfil das amostras e da identificacdo de potenciais
marcadores, ndo foi possivel inferir pelo método untargeted qual a real origem da
contaminacdo, visto a necessidade de se avaliar também as fontes poluidoras, no caso de
efluentes, bem como realizar andlises confirmatdrias e quantitativas dos compostos
identificados. Dentre os compostos identificados até 0 momento, o composto atribuido a m/z
388,14 Fipronil-dessulfinil foi o Unico a apresentar uma predominancia sazonal, sendo mais
comum no més de Dezembro. Sendo assim, é imprescindivel a continuidade da busca por
novos marcadores de relevancia ambiental, bem como, um monitoramento mais frequente das
areas afetadas.

Um ponto importante a ser discutido é que o equipamento utilizado para a realizacao
do experimento € um espectrdmetro de massa nominal de baixa resolucdo, ou seja, um triplo-
quadrupolo trabalhando em modo full scan sem fragmentacdo. A utilizacdo desse
equipamento permite a deteccdo de picos e de alguns fragmentos, entretanto, uma
identificacdo indubitavel sé seria possivel com um espectrometro de alta resolucdo. Contudo,
este pode ser considerado um primeiro passo para a identificacdo de compostos para
incentivar futuras confirmac@es e a continuidade da investigacdo. A cafeina por exemplo, por
ser considerado um importante marcador de atividade antrdpica, e também pela
disponibilidade de padrdo analitico para sua confirmagdo, tornou-se um composto target,
possibilitando a sua confirmagéo e quantificagéo.

3.3 Determinacdo de Cafeina e Paraxantina

A cafeina é uma substancia da classe das metilxantinas que apresenta efeito
estimulante no sistema nervoso central, e por esse motivo é normalmente consumida através

da ingestdo de cafés, chas, bebidas energéticas, guarana, cacau, entre outros alimentos, além
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de medicamentos, pois estd normalmente associado a analgésicos. Em efluentes domésticos
pode atingir altas concentragdes devido ao seu alto consumo (70 a 171 mg pessoa™ dia™), e
apesar do tratamento de esgoto ser capaz de remové-la parcialmente, ainda é possivel detectar
residuos de cafeina, apos o tratamento e estes podem atingir aguas superficiais e subterraneas.
No ambiente, a meia vida da cafeina é de 30 dias, 0 que permite a sua deteccdo e possivel
correlacdo com uma contaminagdo ambiental oriunda de efluentes domésticos, com um
intervalo de tempo consideravelmente amplo (GONCALVES, et al., 2017; MONTAGNER et
al., 2017).

Sabe-se que a cafeina é metabolizada no organismo apds ser consumida e que seu
produto majoritario é a paraxantina. Sendo assim, o monitoramento de ambas moléculas se
faz interessante na avaliacdo de descartes de efluentes sanitarios em aguas superficiais
(TAVARES, SAKATA, et al., 2002; HE et al., 2018). A analise dos compostos foi realizada
no modo SRM, e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 5. Para fins de
comparacdo com dados da literatura os resultados serdo reportados em ng L™. Foi detectado
cafeina em todas as 36 amostras avaliadas, com uma concentracdo variando de 68,01 a 568,38
ng L™, bem como paraxantina com uma faixa de variagdo de 180,5a277,3ng L™

De acordo com a Figura 5, € possivel observar que concentracdes mais elevadas de
cafeina foram obtidas para os meses de Setembro e Dezembro. Dentre essas destacam-se a
amostra P1, P5 e P9 coletadas no més de dezembro como as maiores concentracfes de
cafeina (387,73 a 568,38 ng L™). Estes pontos amostrais s&0 provenientes de corrego, area de
preservacdo permanente e de poco, respectivamente. Seria esperado que a area de preservacao
permanente apresentasse concentracdo virtualmente ausente de cafeina, ou em nivel
considerado basal (14 ng L™) devido a presenca do composto na vegetacdo local
(GONGCALVES et al., 2017).
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Figura 5. Determinacdo de cafeina e paraxantina nas amostras de &gua por LC-MS/MS
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Fonte: Proprio autor.

Muitos estudos utilizando a cafeina como marcador de polui¢do vem sendo realizados,
e 0 nivel de contaminacdo dos recursos hidricos por este composto estd diretamente
relacionado a ocupacdo do solo de cada regido, ao saneamento bésico, a densidade
demogréfica e as atividades econdmicas da regido estudada. De forma geral, os niveis de
cafeina encontrados em corpos de agua variam de 40 a 19.000 ng L™, e sempre s&o relatados

concomitantemente a pesticidas e farmacos (MONTAGNER et al., 2017). Apesar dos niveis



98

encontrados no presente estudo ndo serem téo elevados, estes sdo maiores do que os esperados
para uma contaminacdo natural. Em relacdo aos niveis de paraxantina, estes ndo apresentaram
grandes flutuacdes, mas se encontram na mesma faixa de concentracdo (12,2 a 415,7 ng L™)
de estudos que indicam contaminacdo dos recursos hidricos devido a atividades industriais e
populacdo urbana (FERNANDEZ et. al., 2009). Sendo assim, os resultados indicam uma
possivel contaminacdo por efluentes domésticos devido a presenca de cafeina e paraxantina

nas amostras de agua.

4. Concluséao

A anélise de PCA demonstrou uma tendéncia de separacdo das variaveis por mes,
indicando que as amostras podem ser afetas pela sazonalidade. Entretanto, ndo foi possivel
atribuir marcadores especificos para cada periodo devido a diversidade das amostras. A
presenca de substancias chaves como bromacil e propiconazol foram considerados como
possiveis marcadores de polui¢do para futuros estudos de monitoramento, visto que a sua
presenca foram relatadas em pontos amostrais especificos. As analises propostas
evidenciaram uma contaminacdo das amostras estudadas, devido a presenca de farmacos e
cafeina, compostos considerados emergentes e que ndo sdo oriundos da atividade agricola,
mas sim pelo possivel descarte de efluentes domésticos nos corpos hidricos. Também
observou-se a presenca de diversos inseticidas pelo método untargeted que ndo haviam sido
previamente relatados nas etapas anteriores. Ndo obstante, analises confirmatdrias de alta

precisdo e com a utilizacdo de padrdes analiticos se fazem necessarias.
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Capitulo I1V- Avaliacao dos efeitos
toxicos das amostras de agua
superficial, poco e abastecimento
municipal no desenvolvimento do Danio

rerio
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1. Introducéo

A poluicdo das &guas naturais por agentes antropicos tais como pesticidas, horménios,
medicamentos, entre outros, apresentam um risco a salde humana e também ao meio
ambiente. Entretanto, a analise qualitativa e quantitativa destes contaminantes em amostras
reais ndo demonstram os reais efeitos que esses compostos podem causar aos 0rganismos
vivos (SHAO et al., 2019).

Estudos ecotoxicoldgicos, por sua vez, buscam a relacéo entre o poluente quimico e o
ambiente no qual se encontra, e a consequéncia destes aos organismos vivos (SILVA et al.,
2015). Dentre os ensaios ecotoxicolégicos disponiveis 0s com a espécie de peixe Danio rerio
(zebrafish) é uma das utilizadas para a avaliacdo de efeitos cronicos, devido a sua
sensibilidade a diversos contaminantes, e por ter um método padronizado pela ABNT-NBR
15499 e pela OECD 236 (BERTOLETTI, 2009; OECD, 2013; DAl et al., 2014).

Apesar dos inumeros estudos descritos na literatura utilizando embrides de Zebrafish,
a maioria dos trabalhos avalia a toxicidade de compostos usualmente encontrados no
ambiente, mas poucos utilizam amostras reais, por estas serem consideradas complexas e seus
resultados de dificil interpretacdo. Dentre os testes com amostras reais, S40 mais comuns
estudos com efluentes, do que amostras de aguas de rios para avaliar os efeitos toxicos de
contaminantes, havendo ainda duvidas quanto a sensibilidade de teste de toxicidade aguda
utilizando embrides de peixes (FET - Fish Embryo Acute Toxicity test) visto a baixa
concentracdo dos poluentes e ao curto periodo de exposicdo (ALVES et al., 2017; SANCHES
etal., 2017; STELZER et al., 2018).

O protocolo FET segue critérios de avaliacdo quanto a taxa de mortalidade e de
parametros considerados sub-letais, mas que causam anomalias e ma& formacdo durante o
desenvolvimento dos embrides em periodos que podem variar de 72 a 96 horas apés a
fertilizagdo dos ovos (WIGH et al., 2018).

Neste contexto, buscou-se avaliar a toxicidade das amostras reais de agua provenientes
de uma regido agricola, previamente caracterizadas quanto a sua contaminacdo por diversos
pesticidas (ALMEIDA et al., 2019), utilizando embrides de Zebrafish, através da avaliacdo

dos parametros letais e sub-letais observados durante o FET.
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2. Material e Métodos

2.1 Amostras

A coleta e caracterizacdo das amostras quanto a concentracdo de pesticidas, pH e
condutividade foram realizadas conforme descrito por ALMEIDA e colaboradores (2019). As
amostras estudadas foram provenientes de mina e rios, coletadas em propriedades rurais, além

de um poco e a agua de abastecimento municipal (Tabela 1).

Tabela 1. Informac6es sobre localizacao e caracteristica dos pontos de coleta

Ponto Coordenada UTM Tipo de amostra Observacéo
1 22k;0455828; 7400659; Elev 792 m Carrego -
2 22k;0455759; 7401017; Elev 769 m Mina Nascente
3 22k; 0455623; 7401677; Elev 753 m Carrego -
4 22k;0455844; 7401849; Elev 786 m Corrego
5 22k;0458133; 7401759; Elev 755 m Rio 'T)Ler?nd;s:]fze(ﬁﬁo
6 22k;0458494; 7401044; Elev 786 m Captacédo do cérrego
7 22k;0457348; 7400402; Elev 804 m Rio Manilhado
8 22k;0456752; 7401541; Elev 845 m Abastecimento Municipal
9 22k;0456752; 7401541; Elev 845 m Poco

UTM: Universal Transversa de Mercator
Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2019).

Previamente ao bioenssaio, 100 mL de cada amostra foram mantidos a temperatura

ambiente e filtrados em membrana de nylon 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, EUA).

2.2 Solucdes e reagentes

Agua reconstituida, também utilizada como controle negativo, foi preparada em
laboratério segundo 1SO-7346-3 (1SO, 1996), contendo 2 mmol L™ de Ca®*, 0,5 mmol L™ de
Mg®*, 0,75 mmol L™ de Na" e 0,074 mmol L™ de K*. O controle positivo foi preparado a
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partir da diluicdo de 3,4-dicloroanilina a uma concentracdo fixa de 4 mg L™ em &gua

reconstituida.

2.3 Animais

A experimentacdo animal foi realizada conforme protocolo aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual de Londrina (UEL) sob protocolo
CEUA n° 22196.2017.12.

Todos os testes foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia Animal
(LEFA/CCB) conforme o protocolo do Teste de Toxicidade em EmbriGes de Peixes (FET)
(OECD 236, 2013). Dez casais de animais adultos foram mantidos em aquério de 18 L com
sistema de circulacdo e filtragem de agua a 26 + 1,0 ° C com fotoperiodo de 14,0 h de luz e
10,0 h de ciclo escuro, alimentados diariamente com racdo seca contendo 40% de proteina
total. Na noite anterior a reproducdo, um coletor contendo vegetacdo artificial na superficie
foi instalado no fundo do aquério para proteger os ovos da predacdo por peixes adultos e
garantir sua féacil obtencéo apds a fertilizacdo (Figura 1 a, b).

Os casais foram mantidos no escuro até o inicio da manha e apds uma hora de
acasalamento natural, os ovos fertilizados foram coletados e lavados em agua reconstituida
(Figura 1c). A viabilidade foi verificada por observacdo direta em estereomicroscopio com
aumento de 40x (DMI Motic SMZ-140), e os embrides selecionados foram expostos a 10 mL
de cada amostra (n = 30 embrides) em placas de petri. Os embrides expostos foram
distribuidos individualmente na placa de 24 pogos contendo um embrido por poco e 2 mL de
amostra, sendo 20 embrides expostos as amostras e 4 ao controle interno negativo (Figura 1

d). As placas foram mantidas em incubadora B.O.D. a 26,0+ 1,0 ° C.
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Figura 1. Montagem do experimento de teste de toxicidade de substancias utilizando
embrides de Danio rerio. a) Aquario contendo 20 animais e coletor submerso. b) coletor
retirado apos fertilizacdo dos ovos. ¢) ovos fecundados apos selecéo e limpeza. d) montagem

da placa para o teste.
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Fonte: Proprio autor

2.4 Observacoes letais e sub-letais (FET e iFET)

Os embriGes foram observados em estereomicroscépio (DMI Motic SMZ-140) e
microscopio invertido (Olympus CKX41SF, Kyoto, Japdo) a cada 24 horas até 96 horas pos-
fertilizacdo (hpf) para anormalidades letais e sub-letais, a fim de avaliar a toxicidade das
amostras pelo FET. Além disso, um método semi-quantitativo (iFET) foi avaliado, a fim de
considerar os parametros sub-letais ndo cobertos pela OCDE 236/2013 (OCDE, 2013; Wigh
etal., 2018; Zhu et al., 2015).

Coagulacdo de ovos fertilizados, auséncia de somito, ndo separacdo da cauda, e
auséncia de batimento cardiaco foram considerados como parédmetros letais. Os parametros
sub-letais observados foram edema no pericardio, edema no saco, falta de pigmentacéo,
hemocoagulacédo, desenvolvimento anormal cabeca e cauda, anormalidades do saco vitelino e
atraso no desenvolvimento.

Pontuagdes 0 e 1 foram atribuidas para cada embrido com pelo menos um registro de
observacao letal ou sub-letal, sendo estes ndo acumulativos. Na presenca de um observacgéo
letal, nenhuma sub-letal foi registrada. O indice de toxicidade sub-letal (iFET) foi calculado
individualmente para cada placa de acordo com a Equacdo 1, adaptada de Zhu et al. (2015),

em que: n = ndmero de pardmetros avaliados, N = nimero total de embriGes, ND = nimero
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total de parametros letais observados (embriGes mortos) e NSL = nimero total de pardmetros

sub-letais observados.

(nxNp)+ Ngp,
XN

IFET =

3. Resultados e Discussao

x 100%

(Eq. 1)

A exposicdo dos embrides de Zebrafish as amostras reais sem nenhum tipo de

tratamento ou diluicdo objetivaram a avaliacdo dos potencias efeitos toxicos dessas amostras

devido a presenga de diversos contaminantes, na sua maioria pesticidas. Dentre as anomalias

observadas durante o teste foram relatados com maior frequéncia a auséncia de pigmentagéo,

defeitos na cauda, incha¢o no saco vitelino e presenca de diversos edemas. Na Figura 2 é

possivel observar a descricdo das teratologias relatadas, bem como, os estagios de

desenvolvimento para o periodo de exposicao de 96 horas.

Figura 2. EmbriGes expostos por 96 horas a amostras de aguas superficiais, poco e

abastecimento publico.
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Teratologias encontradas: malformagdo da cauda (mc); malformagdo cefalica (mcf); alteracfes nos somitos (as);
ndo absorcdo do saco vitelinico (asv); ndo destacamento da cauda (adc); edema (ed); atraso na eclosdo (ae);
alteracdo na pigmentacao (ap). Embrides do controle positivo foram expostos a 3,4-dicloroanilina (4 mg L™).

Fonte: Proprio autor
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Apesar das anomalias observadas durante o desenvolvimento embrionéario, a taxa de

sobrevivéncia dos embrides foi considerada alta (Figura 3).

Figura 3. Taxa de sobrevivéncia durante 96 horas de exposicdo a amostras de aguas

superficiais, pogo e abastecimento publico.
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Fonte: Proprio autor

Dentre os meses de coleta, 0s que mais se destacaram foram Junho e Dezembro, visto
o maior indice de mortalidade observado, quando comparado com as demais amostras.
Entretanto, se levarmos em consideracdo as analises quimicas realizadas anteriormente, pode-
se considerar que as amostras P1 e P6 da coleta de Junho apresentaram resultados atipicos.

A partir da atribuicdo de valores 0 e 1 para as teratologias avaliadas, o calculo do
indice de Toxicidade em Embrides de Peixe (iFET) buscou expandir o convencional teste de
mortalidade sem a necessidade de experimentos adicionais, pois foram considerados também
pardmetros sub-letais durante a mesma avaliacdo do FET (ZHU et al., 2015; WIGH et a.,

2018). Dentre os parametros sub-letais observados o defeito de cauda e a presenca de edemas
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foram os mais comuns. Apds o periodo de 96 hpf os resultados obtidos para iIFET foram
expressos em porcentagem (Figura 4).

Figura 4. indice iFET calculado para amostras de aguas superficiais, poco e abastecimento

publico apds 96 hpf
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Fonte: Préprio autor.

Os indices calculados apresentaram valores, na maioria das amostras e coletas, abaixo
de 15%. Contudo, 0 més de Dezembro se mostrou atipico com indices de 36,43% para a
amostra P5 e 20,71% para a P8. Assim como ja mencionado, a amostra P1 da coleta de Julho,
apresentou uma mortalidade acima da média, e consequentemente um elevado indice de
toxicidade.

Durante as analises quimicas foi constatado que as amostras mais contaminadas por
pesticidas foram P4, P5, P7 e P9 (Tabela 2) (ALMEIDA et al. 2019). Entretanto, os valores
de iFET obtidos, para as mesmas amostras, ndo apresentaram indicios de seguir um padrdo
dose-dependéncia. Stelzer e colaboradores (2018) durante analises de efluentes levantaram a
hipdtese sobre a sensibilidade do teste dos embrides ser inferior ao dos peixes juvenis,
entretanto, quando adicionaram parametros sub-letais a avaliacdo perceberam que o estagio
larval foi o mais sensivel de todos. E importante ressaltar que em estudos com amostras reais
as concentracdes dos contaminantes podem ser consideradas baixas, e que a utilizagdo de

pardmetros sub-letais de avaliacdo sdo de grande valia (SANCHES et al., 2018).
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Tabela 2. Concentracdo total dos pesticidas avaliados nas amostras de aguas superficiais,
poco e abastecimento publico. Quantificacdo realizada por LC-MS/MS.

Coleta [Pesticidas] (ug L?, n=3)

(més) SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP 6 SP7 SP 8 SP9
Marco 0,29 0,44 0.31 1,62 12,54 0,28 11,26 0,28 2,14
Junho 0,45 1,04 041 1,59 12,95 0,28 19,29 0,31 2,72

Setembro 050 064 040 1,57 6,33 0,45 15,70 0,33 2,52
Dezembro 1,55 085 038 1,30 852 028 20,63 0,28 3,55

Fonte: Almeida et al., (2019)

Nas condicdes experimentais do presente estudo, foi observado que poucos embrides
iniciaram a eclosdo no periodo de 72 hpf, e a que a grande maioria eclodiu em 96 hpf. Visto
que o experimento foi interrompido ao final das 96 horas de exposi¢éo, as larvas ndo tiveram
tempo suficiente de exposicdo, e portanto, ndo atingiram o apice de sensibilidade do teste,
uma vez que o ovo pode ter papel fundamental na protecdo do embrido em relacdo ao meio
(KAO et al., 2019).

Em estudos sobre os potencias efeitos nocivos de pesticidas, utilizando o modelo
Zebrafish, pesquisadores relataram também anomalias no desenvolvimento da bexiga
natatdria das larvas (GODFREY et al., 2017; DONG et al., 2018, QUIAN et al., 2019).
Entretanto, este é um parametro que s6 poderia ser observado a partir de 96 hpf, o que indica a
necessidade de um teste estendido.

Estudos com misturas complexas, como amostras reais, podem apresentar resultados
imprevisiveis, visto a possibilidade de formacdo de novos compostos e do sinergismo de
todos os presentes (STELZER et al., 2018). Estas informacfes ainda sdo escassas na
literatura, o que dificulta a comparacao e discussdo de resultados.

Deve ser considerado também que ao se trabalhar com amostras de rios, esta variacdo
pode ser ainda maior, quando os mesmos locais sdo avaliados por longos periodos de tempo,
visto as diversas influéncias que eles podem sofrer, tais como chuvas, escoamento superficial,
recebimento de efluentes industriais e domésticos, entre outros. Um estudo realizado proximo
a uma regido industrial com possivel contaminacdo dos rios por efluentes ndo obteve
resultados positivos, quando realizados testes de toxicidade aguda, entretanto, ao se avaliar a
expressao génica do Zebrafish, foram observados indicadores de toxicidade devido a

contaminacdo (ZHOU et al., 2018). Diferentemente do observado por estes pesquisadores, as
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amostras estudadas apresentaram indicios de toxicidade pelas anomalias observadas durante o
FET e pelos indices do iFET obtidos.

A maioria dos trabalhos disponiveis que visam relacionar dados ambientalmente
relevantes com estudos in vivo, utilizam apenas as concentracdes dos pesticidas de interesse
encontrados no ambiente, nos testes de toxicidade (VIEIRA et al., 2016; SPOSITO et al.,
2018). Neste contexto, ainda se faz necessario estudos adicionais para se entender o
comportamento de contaminantes especificos e de suas misturas, visando ter um maior
respaldo, ao se realizar estudos com amostras reais. Adicionalmente, a inclusdo de mais
parametros e analises que possam ser realizadas a partir do FET, também se apresenta como
uma alternativa interessante para agregar sensibilidade ao teste.
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4. Conclusao

A utilizagdo de amostras reais em estudos toxicologicos ainda ndo é uma prética
comum, mas vem ganhando espaco nas pesquisas relacionadas a impactos ambientais. Os
resultados das amostras estudadas indicaram efeitos toxicos durante o desenvolvimento
embrionario e no inicio do estigio larval. Entretanto, estudos de toxicidade, utilizando
embribes de Zebrafish, ainda precisam ser mais bem explorados quanto aos parametros que
podem ser avaliados durante o teste, visando elucidar possiveis efeitos toxicos das amostras.
O aumento no tempo de exposicdo também pode se mostrar um fator fundamental
considerando um ganho de sensibilidade.

Devido & impossibilidade em se repetir as analises, considerando o volume limitado de
algumas amostras, algumas melhorias propostas foram efetuadas utilizando os pesticidas

selecionados e suas misturas, objeto de estudo do préximo Capitulo.
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Abstract

Brazil is currently the world's largest consumer of pesticides and many studies have already
proven the harmful effects of these xenobiotics in aquatic environments, such as carbendazim,
diuron, imazethapyr and tebuconazole. The objective of this paper was to analyze the toxic
effects of these herbicides and fungicides, as well their association in concentrations of
environmental relevance (0.01 to 10.00 pg L™) throughout the Fish Embryo Acute Toxicity
(FET) Test using embryos of Danio rerio. The tests were performed in accordance with the
OECD 236 guideline. However, in order to increase the sensitivity, the exposition time was
extended to 168 hours. Lethal and sub-lethal endpoints were recorded daily, and a semi-
guantitative parameter was employed (iFET). After 168 hours post fertilization (hpf), the
larvae were fixed in Dietrich's solution for morphometric evaluation. Even in low
concentrations, the pesticides evaluated showed toxic effects, although, a dose-response was
not clearly established. The results showed that despite the larvae survival rate was above
70%, there was a significative incidence of early hatching after the exposition to isolated
pesticides, and inhibition of the swim bladder development, especially in treatments with
diuron and mixture. Regarding the morphometric measurements, the head and eye size
reduction were more prominent than the body length and tortuosity. All the parameter
assesses presented more abnormalities when the larvae were exposed to diuron. The findings
suggest that even in residue levels different pesticides affect the development of Zebrafish,

probably due to the metabolism alteration, which encourages further investigations.

Keywords: zebrafish, FET, morphology, pesticides, diuron
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1. Introduction

World agriculture is known for the intense use of pesticides. Although the definition of
pesticides as chemical compounds used to kill pests (WHO), a large number of pesticides
might not have a high specificity action, affecting also non-target insects, plants, animals and
humans. The continuous directly and indirectly exposure to several compounds can be
correlated to the increasing incidence and the possible cause of dysfunctions on the
immunological, endocrine, reproductive and respiratory system, among others health
problems in humans (llboudo et al., 2014; Jiang et al., 2018; Li et al., 2018; Pedlowski et al.,
2012; Silvério et al., 2017).

Since 2008 Brazil has been the leader of the agrochemical consumption and due to the
intensive use of these compounds, the agricultural developing has been raising (Guida et al.,
2018). The pesticides are divided mainly into herbicides, fungicides and insecticides, and
according to a survey, Brazil has been using insecticides excessively, while other countries
are decreasing the use progressively (dos Santos et al., 2018). Nowadays, many compounds
allowed for use in Brazil are already banned from European Union and United States, for
example, which shows the need for constant updating in the national restrictions regarding the
pesticides use (Guida et al., 2018; Starling et al., 2018).

It is widely known that pesticides can be found in air, soil, surface and ground water,
as many other compounds disposed on the environment, which affects the health of living
organism by different mechanism of actions causing many adverse effects. The long-term
exposures not always present clinical manifestation. However the chronic exposure might be
irreversible (Ilboudo et al., 2014; Pedlowski et al., 2012; Silvério et al., 2017; Sposito et al.,

2018).
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Among the available models to perform water quality assessment, Zebrafish (Danio
rerio) is been widely used since it is susceptible to intoxication by toxic agents, has a small
size, easy cultivation, rapid development and transparent embryo (Altenhofen et al., 2017;
Shao et al., 2019). Another advantage of this model is its great homology to the human
genome (Dai et al., 2014; Lieschke and Currie, 2007).

In previous studies conducted in an agricultural region, was observed a considerable
environmental contamination by several pesticides, among them diuron, carbendazim,
imazethapyr and tebuconazole in surface waters (Almeida et al., 2019). In order to evaluate
the toxic effects of these compounds, the present study aimed to evaluate the toxic effects of
the individual compounds and mixtures in the environmentally relevant concentrations

through Fish Embryo Toxicity test using Zebrafish model.

2. Material and Methods

2.1 Chemical and reagents

Reconstituted water containing 2.0 mmol L™ Ca®*, 0.5 mmol L™ Mg**, 0.75 mmol L™
Na*, and 0.074 mmol L™ K* was prepared in the laboratory according to 1SO-7346-3 (1SO,
1996) and it was used as negative control and diluent.

Carbendazim, diuron, imazethapyr and tebuconazole (purity between 96.5 and 99.9 %)
were purchased from Sigma Aldrich (Madrid, Spain). An individual stock solution of 100.00
ng L™ was prepared in reconstituted water. Then, individual test solutions were diluted at the
following concentrations: 0.01, 0.10, 1.00 and 10.00 pg L™*. A mixture of those compounds

was also performed at the same concentrations.
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A positive control of 3,4-dichloroaniline was prepared at a fixed concentration of 4.00

mg L™ in reconstituted water.

2.2 Danio rerio cultivation and embryo exposure

Animal handling and embryo exposures were performed at Animal Ecophisiology
Laboratory of the Londrina State University, UEL) in accordance with the Ethics Committee
for Animal Experiments (CEUA/UEL) under approved protocol number 22196.2017.12.

Bioassays were performed according to the OECD 236 guidelines for Fish Embryo
Acute Toxicity Test (FET) (OECD, 2013). Adult animals were kept in 18 L aquarium with
water circulating system at 26 + 1.0 °C with 14.0 h light and 10.0 h dark cycle. Each
aquarium contained 10 mates of D. rerio, which were fed twice a day with dry fish food
containing 40% total protein. The night before the reproduction, a collector was installed in
the bottom of the aquarium to protect the eggs from predation by adult fish and allow their
easy obtaining after the fertilization. The fish were kept in darkness until early morning when
the laboratory lights were turned on in order to stimulate mating behavior. After one hour of
natural mating, the fertilized eggs were collected, rinsed in reconstituted water and pre-
exposed to solutions in Petri dishes (n=40 embryos) in order to check the viability by direct
observation in a stereomicroscope at 40x magnification (DMI Motic SMZ-140). The selected
embryos were exposed to each test solution individually in 24 well plate (2 mL of test
solution per well), being 20 embryos exposed to test solutions and 4 to negative internal
control. The plates were kept at B.O.D. incubator 26.0 £ 1.0 °C and the solution test was

renewed after 72 h. Experiments were repeated three times independently.
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2.3 Lethal and sub-lethal observations (FET and iFET)

The embryos were observed under a stereomicroscope (DMI Motic SMZ-140) and
inverted microscope (Olympus CKX41SF, Kyoto, Japan) every 24 hours until 168 h post-
fertilization (hpf) for lethal and sub-lethal abnormalities in order to evaluate the Fish Embryo
Toxicity test (FET). In addition, a semi-quantitative method (iFET score) was evaluated, in
order to consider the sub-lethal parameters not covered by the OECD 236/2013. (OECD,
2013; Wigh et al., 2018; Zhu et al., 2015)

Coagulation of fertilized eggs, lack of somite formation, lack of detachment of the tail-
bud from the yolk sac, lack of heartbeat and incomplete development or absence of swim
bladder were considered as lethal endpoint. The mainly sub-lethal parameters observed were
edemas, lack of pigmentation and heartbeat, defect in blood circulation, abnormal
development of eye, head and tail, yolk sac abnormalities and development delay.

Scores of 0 and 1 were attributed to each embryo with at least one lethal or sub-lethal
endpoitns. At the presence of a lethal endpoint, no sub-lethal endpoint was recorded. Then,

for each plate sub-lethal toxicity index (iFET) was calculated according to the Equation 1.

(nxNp)+ Ngp,

iFET = x 100% (Eq. 1)

Where: n= number of parameters assessed, N=total number of embryos, Np= total
number of lethal parameters observed (dead embryos) and Ng = total number of sub-lethal
parameters observed. This formula was adapted from Zhu et al. (2015) in order to attend the

sub-lethal parameters observed during the periods of 96 and 168 hpf.
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2.4 Morphometric analysis

After 168 hpf the alive larvae were euthanized and fixed using Dietrich solution for 1
hour. Photographs of each larvae in lateral decubitus were taken under a digital microscope
(ElectronicMagnifier®). Using the software Measurements® the potential teratogenicity was
evaluated by the measurement of straight (a) and curved (b) body length (mm), eye area

(mm?), head length (mm) (d), head (e) and body (f) height (mm) (Figure 1).

Figure 1. Morphometric parameters assessed at a 168 hours post-fertilization larvae

A relation between the head and body length, head height and head length, and
tortuosity (relation between the total distance, following the curvature of the body, and the

distance from the rostral region to the tip of the tail) were also calculated.

2.5 Statistical Analysis

Results obtained from the FET, iFET and morphological analysis are expresses as the
Mean £ S.E.M. Data analysis and presentation were performed using GraphPad Prism 5.0 (La
Jolla, CA, USA, 2008) software. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey

was used to test differences in the treatments. In case of non-normality, non-parametric
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Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post-hoc test was applied. Levels of significance

were: p < 0.05 (significant), p < 0.01 (very significant) and p < 0.001 (highly significant).
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3. Results

3.1 Survival rate of zebrafish after pesticides exposure

The survival rate was observed for 168 hpf, and recorded at the indicated time point
(Figure 2a). The survival rates expected for negative (>90%) and positive control (<70%)
after 96 hpf were in accordance to the FET protocol. For all the test solutions, except by
imazethapyr 10.00 ug L™ the survival rate was above 90% until 48 hpf. At 120 hpf is possible
to observe a significant decline for diuron and imazethapyr, but among the compounds under
study, diuron presented the lowest survival rate with a decrease of ~20% until 168 hpf. A

concentration-decrease relationship was not observed in the zebrafish survival.
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Figure 2. a) Survival, b) Hatching, ¢) Swim bladder development rate in Zefrafish after

pesticides exposure

3.2 Hatching rate

Hatching rate (Figure 2b) in the control was successfully accomplished for the test
criteria (OECD 236), reaching 98.33 % =+ 2.83 (n=3) at 96 hpf. For the present experimental
conditions, it was observed that the control group started to hatch at 72 hpf in all replicates.

However, the groups exposed to carbendazim (0.01, 0.01, 1.00 and 10.00 pg L) and diuron
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(0.01, 1.00 and 10.00 pg L™) started to hatch earlier, at 48 hpf. The same was observed for
imazethapyr and tebuconazole in high concentrations, but the exposure to the association of
pesticides did not affect the hatch rate. For the period of 72 hpf the hatching rate vary from
~98% for carbendazim 0.01 pg L™ to 55.07% to mix 0.01 ug L™ while the negative control
presented a rate of ~63%, showing that the exposition to the pesticides may cause and
acceleration to the hatching. Only the lowest concentration of diuron, imazethapyr and the
mixture (0.01 ug L) showed rates below the negative control. It was also observed eggs

being hatched at 120 and 144 hpf.

3.3 Development of swim bladder

For early stage development, is described that the posterior swim bladder start to be
developed during embryogenesis and its inflation occurs after 120 hpf (Godfrey et al., 2017;
Yue et al., 2015). However, it was observed that some larvae already had the swim bladder
completely formed and inflated at 96 hpf (Figure 2c). For this reason, this parameter started to
be evaluated from 96 hpf in this study. The observed rate was below 10%, expect by
imazethapyr 0.01 ug L™, which the incidence of swim bladder was ~30%. The association of
pesticides in all concentrations showed a development delay of the swim bladder. Its
incidence reached only 21 % at 120 hpf, while for the individual compounds, the rate ranged
from 58 to 95% for the same period.

Diuron presented the lowest rate of swim bladder incidence (~66-59%) followed by
the mixture of compounds (above 70%). The lack of dose-response relationship was also

observed, although the highest concentrations indicates to cause more abnormalities.



126

3.4 Lethal and sub-lethal observations (FET and iFET)

The OECD protocol recommends to expose the fertilized eggs for a period of 96 hours
to the substances of interesting. However, considering the hatching rate (Figure 2b) the
exposure time of the larvae to the pesticides would be very short, 24 hours or less. The
exposition time extended to 168 hpf allowed the observation of parameters that were
important to differentiate the toxic effects caused by the pesticides.

The pesticides exposures in individually or in association presented a series of
abnormalities during the development stages of the zebrafish embryo and larvae. There were
observed lack of pigmentation, deformations in the yolk sac and tail, sac and pericardial
edema, abnormal accumulation of red blood cells, and absence of swim bladder. It was
observed the absence of the eye as well (data not shown).

For semi-quantitative purpose, the score 1 was designated to the presence of at least
one lethal and sub-lethal parameter per embryo/larvae and the summary obtained for the 20
embryo/larvae was used to calculate the iFET score accordingly to the Equation 1. The iFET
was calculated for 96 and 168 hpf, aiming to compare the sensitivity of the extended test
(Figure 3).

Negative control presented IFET score of 2.82 for 96 hpf and 6.89 for 168 hpf. As
mentioned previously, a dose-response was not clearly established. However, accordingly, to
the graph, for the period of 96 hpf Carbendazim and imazethapyr showed to be more toxic
than the other compounds. The mixture of compounds with concentrations of 0.01 and 0.10
ng L™ indicate more toxic effects than the individual pesticides, however, for the
concentrations of 1.00 and 10.00 pg L™ the iFET score decreased significantly, indicating

lower toxicity (Figure 3a).
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Figure 3. iFET scores at a) 96 and b) 168 hours post fertilization

As expected, the sensibility of the FET test increased due to the extension of the
exposition time to 168 hpf. More toxic effects were reported, as well as scores above 40
(Figure 3 b). Among the four compounds evaluated, diuron presented more abnormalities than
the other pesticides under study. The IFET scores obtained for the tested concentrations of

diuron presented low variation among them, nevertheless, the minimum score obtained (~33,
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1.00 pg L™ was higher than all others, considering only the individual pesticides. The
mixture of pesticides showed similar results of diuron, except for the 10.00 ug L™.

Although the test was conducted in the same way and in accordance with the OECD
protocol during the three independent replicas, the standard deviation obtained was large. Due
to this variation, no significant difference was observed among the groups (p=0.638 and
p=0.352 for 96 and 168 hpf respectively), even comparing the control group and the embryos
exposed to the compounds at 168 hpf, which presented differences that could be visually

observed.

3.5 Morphometric analysis

The relation of head/body length, head heigh/length, eye area, body length and
tortuosity (Figure 4) verified the discreet morphological effects caused by the pesticides
exposure on the zebrafish larvae in environmental concentrations.

The results indicate an absence of a monotonic response, although is possible to
observe trends of reduction in the ratio of head/body length for diuron and tebuconazole
(Figure 4a); increase in the metrics obtained for the head heigh/length ratio after diuron
exposition (Figure 4b); eye area reduction for embryos exposed to diuron (Figure 4 c);
increase of the body length to those exposed to tebuconazole (Figure 4 d), and slight changes

in tortuosity in high concentrations of diuron and tebuconazole (Figure 4 e), for example.
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Figure 4. Morphometric parameters evaluated after 168 hpf of exposure to pesticides: a)

head/body length, b) head height/length ratio, c) eye area, d) body length and e) tortuosity

Green lines are for comparison between same concentration
Red lines are for comparison between same compounds

*p < 0.05 (significant), **p < 0.01 (very significant) and ***p < 0.001 (highly significant).

The relation head height/length (Figure 4b) presented more variability between the

pesticides carbendazim and diuron at 0.01 and 0.10 pg L™ Imazethapyr did not promote
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noteworthy morphometric alterations, but a trend of brachycephaly was observed at the
highest concentrations.

The mean of the body length (Figure 4 d) from all the groups exposed remained
similar to the negative control, but a slight tendency for increased length was observed for
exposed embryos to carbendazim and tebuconazole. However, only the concentration of 1.00
and 10.00 pg L™ presented significant difference (p<0.05). Tortuosity (Figure 4e) showed
slight deviations on the spine curvature, although during the FET test vertebral spine defects
were observed in larvae exposed to carbendazim and tebuconazole, mainly. Comparing the
tested pesticides and mixture, diuron and imazethapyr were the only compounds considered

different from the mixture.
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4. Discussion

Fertilized eggs of zebrafish were exposed to environmental concentration of two
classes of pesticides commonly found in Brazilian rivers, being them carbendazim, diuron,
imazethapyr and tebuconazole, as well their combination. Based on a data of previous studied
and the literature, the concentration range evaluated were from 0.01 to 10.00 pg L™ (Mansano
et al., 2016; Silva et al., 2009; Sposito et al., 2018; Starling et al., 2018; Almeida et al., 2019).
Those concentrations could be considered relevant to human exposure.

During the development of the embryos and larvae, the occurrence of toxic effects
caused by those agents was noticed even in low concentrations. Sposito et al. (2018) during
gene expression analysis did not observe teratogenic effects on embryos when diuron, among
other pesticides, was tested in concentrations found in rivers (0.01 pg L™). Thus, to reach
measurable toxic effects the pesticides concentration were increased by the authors. In the
present paper, the proposed concentration range was maintained even though a dose-response
was not observed during the tests. The choice of pesticides concentration were of
environmental relevance in an attempt to demonstrate the effects of these contaminants as a
real water quality assessment.

At the concentration range of 0.01 to 10.00 pg L™ was not expect a great sensitivity
regarding the mortality, since most studies in the literature evaluate the mortality caused by
the same compounds in a concentration higher than 1 mg L™ (Andrade et al., 2016; Velki et
al., 2017). At the end of 168 hpf the survival rate was above 70% (Figure 2a) with a tendency
of higher lethality to the larvae exposed to diuron and imazethapyr. When the data was
compared to the negative control, there was no statistical difference (p<0.05) between them,
except by the mixture of pesticides in all concentrations at 24 and 48 hpf (data not shown).

After this period any difference was observed probably due to the high standard deviation
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obtained during the replicas. This lack of significant difference was also observed in different
studies using Zebrafish model, however, is important to highlight that this variation did not
compromise the results (Batel et al., 2018).

Another important endpoint evaluated during the development of Zebrafish was the
hatching rate of embryos, since it might reflect directly the toxic effects caused by different
compounds (Cao et al., 2016; Ren et al., 2018). Usually, the hatch starts at 72 hpf, however, at
48 hpf was observed that carbendazim, diuron, imazethapyr, and tebuconazole stimulated the
hatching (Figure 2b). This fact was more clearly observed at 72 hpf where most of the
compounds presented a hatching rate above 70%. Although was not observed statistical
difference (p<0.05) this rate was higher than the negative control (~63%), once the OECD
236 recommends that the negative control should present a hatching rate >80% at the end of
96 hpf. Is well known that the hatching is caused by two pathway, enzymes that digest the
chorion and by the spontaneous movement of the embryo. An unbalance caused in one of
those pathways can result in the acceleration or the decrease of the hatching (Cao et al., 2016).
Although the early hatching was standout, retardation was also observed, mainly for the
diuron (0.10 pg LY, imazethapyr (0.01 pg L™), and mixture (0.01 and 0.10 pg L™).
Spontaneous movement was not evaluated in this work but would be an important parameter
to assess in future studies in order to complete understand the effects caused by each toxic
agent and their association.

Notwithstanding the teratogen effects observed on embryos (lack of pigmentation and
edema) and the early hatching, the chorion can be considered as a protective barrier, which
absorbs compounds, such as the pesticides (Kao et al., 2019; Stelzer et al., 2018). Originally,
the FET test was performed with an exposure time of 48 h. However, since the post-hatch, the
larvae were completely exposed to the contaminants and consequently, additional adverse

effects were observed, when the exposition was extended to 96 hpf (Stelzer et al., 2018). But,
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the short time of exposition of the larvae to the medium was considered as insufficient to
improve the sensibility of the test. In this present study, we evaluate the exposition until 168
hpf. The semi-quantitative analysis (iFET score) performed allows affirming that the
extension of the exposition time is crucial to verify and reveal residual toxicity (Wigh et al.,
2018).

The larvae can be considered the most sensitive life stage evaluated on Zebrafish
model (Stelzer et al., 2018). During the FET test, the iFET scores obtained for the negative
control presented low variability between the replicas compared to the exposed larvae (Figure
3a and 3Db), showing to be consistent with normal development. Regarding the exposure of the
larvae to teratogenic agents for 168 h, high variability of the data between the repetitions was
observed, a fact that corroborates the lack of sensitivity of the test since more time is
necessary to guarantee a better understanding of the effects caused by each agent and their
mixtures. However, the discrepancy among the scores obtained for 96 and 168 hpf are
sufficient to prove that even though a dose-response is not clear in concentrations of
environmental relevance, the toxic effects at 168 hpf tended to increase in proportion to the
increase in concentration (Figure 3b).

Another interesting fact is at 96 hpf the toxicity pointed by the scores among the
compounds are different from those indicated at 168 hpf. Diuron was visually less toxic than
imazethapyr at 96 hpf, e.g., however, at 168 hpf, it showed to be the most toxic pesticide
evaluated. The mixture of those four pesticides was expected to present higher toxicity than
all the individual compounds, however, was observed that the individual compounds cannot
predict the effect of the mixture.

Each compound has a particular mode of action and, in an association, they can act in
synergism (llboudo et al., 2014), however, the mechanism of action usually are described by

biochemical markers, not evaluated in this work. Due the high variability obtained during the
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replicas of FET no difference was observed for iFET scores (p<0.05), however, as mentioned
previously, the mixture group was the only group statically different from control regarding
the survival and hatching rate (p<0.05). This behavior indicates that the mixture of pesticides
induces a disturbance in the development of the Zebrafish with data more consistent than the
individual compounds.

Another discrepant behavior of the Mixture in relation to the individual compounds
was clearly observed during the evaluation of the development of swim bladder (Figure 2c).
Comparing to the negative control is possible to observe a decrease in the incidence of swim
bladder development due to the exposition to the pesticides at 120 hpf. Although the effect of
the mixture on the initial development standout, in the course of the last 48 hours evaluated
was observed a progression, with an incidence higher than diuron, e. g. which maintained the
initial rate constant (~60%).

The absence or the incomplete insufflation of the swim bladder was associated to the
incidence of death of the zebrafish larvae as well. Thus, this parameter was considered as
lethal if absence and sub-lethal if the not completely inflated until 168 hpf. The larvae that did
not develop the swim bladder during the expected period (120-168 hpf) did not present
balance, showing a preference for the bottom of the plate, even when stimulated to swim.
They also presented a curvature of the spine at rest (data not shown). This observations are in
accordance with the abnormal development of the thyroid (Dong et al., 2018; Godfrey et al.,
2017). Many studies have been reporting abnormalities in the swim bladder development
caused by several contaminants, and for this reason, it started to treated as an environmental
risk assessment (Qian et al., 2019).

Small morphological alterations in Zebrafish larvae caused by the pesticides exposures
were verified after 168 hpf. In summary, it was observed changes in the head size (Figure 4 a,

b) with emphasis on diuron, which indicates a flattening of the head, an also signs of
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brachycephaly for Imazethapyr in high concentrations. Diuron and tebuconazole also affected
the eye area, showing a tendency of reduction for diuron and an increase for tebuconazole.
Tebuconazole affected the body length increasing the size discreetly, in contrast to results
described in the literature (Altenhofen et al., 2017). Considering that only live larvae were
fixed for morphometric analysis, the deformities observed regarding tortuosity were not
prominent and diuron, imazethapyr and tebuconazole caused slight changes (Figure 4e).

In general, herbicides are considered less toxic to aquatic organisms than other classes
of pesticides (Velki et al., 2017). But among the four pesticides evaluated in this work, is
possible to affirm that Diuron can be considered the most toxic compound to the tested model,
and also the most widely studied (Behrens et al., 2016; EPA, 2019; Howe et al., 2017; Kao et
al., 2019; Sposito et al., 2018; Velki et al., 2017). Imazethapyr, on the other hand, presents a
lack of data in the literature, being only described during a ToxCast assay (Padilla et al.,
2012), and in this present study. The fungicides carbendazim and tebuconazole, despite to be
less toxic of diuron, also presented teratogenic effects. In the literature, fungicides are
described as toxic to fish and mammalians affecting the metabolisms, and consequently
causing malformations as the observed during the FET, but especially after long expositions,
which would also affect the reproductive system (Altenhofen et al., 2017; Andrade et al.,
2016; Li et al., 2018). As well, the combination of all these effects still need to be better
understand in the mixture, since the results were unclear. The complexity of mixtures of
different classes and mechanism of actions such as the observed in real samples is a
challenge.

The Zebrafish model has been extensively used to assess the toxicity of many
compounds over years. However, the discrepancy of concentration used and target endpoints
in each work makes difficult the comparison of data, especially when the main goal is to

attend residues levels on the environment. Our findings suggest that even in low
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concentrations the pesticides evaluated shows toxic effects, only reported in the literature in
higher concentrations. Although in the present work biochemical analysis was not performed,
the data obtained indicate metabolic alterations, which encourage further assessment in future

studies.
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5. Conclusion

The pesticides evaluated in this work are commonly found in the environment, mainly
rivers, in residue levels, and is crucial to assess toxic effects in concentrations that present in
the environment. Our findings suggest that even in low concentrations all the pesticides
contribute to malformation on Zebrafish, affecting also the hatching rate and the development
of swim bladder, an important parameter that is considered an environmental risk assessment
factor. Among them, Diuron presented higher toxicity, with considerable effects in all the
parameter analyzed. The mixture of compounds still need to be better understand, as well the

metabolic alterations involved in the process.
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Consideracoes finais

A contaminacdo das &guas da microbacia do Tibagi nos 9 pontos amostrados foi
comprovada pelas analises fisico-quimicas e cromatograficas. A determinacdo multirresiduos
por LC-MS/MS ndo direcionada constatou a presenca de 26 pesticidas, indicando predominio
da atividade agricola como fonte poluidora. No entanto, ndo se rejeita ainda a possibilidade de
descartes de efluentes domésticos, ponderando que também foram encontrados marcadores
antropicos, como drogas farmacéuticas e cafeina.

Doze pesticidas foram quantificados, tendo sido 6 encontrados em aguas de
abastecimento publico. Dentre esses, o diuron merece destaque pelas concentracGes
alarmantes que apresentou, tanto na area de preservacdo permanente, como em 4agua
subterranea. Entretanto, o controle ambiental desse e de outros compostos analisados e
identificados neste estudo ainda é precario, em parte pela falta de limites maximos de residuos
legislados, o que desperta a atencao sobre a importancia das discussdes tratando do tema.

Testes toxicologicos, empregando as amostras de aguas previamente caracterizadas
guimicamente, demonstraram efeitos nocivos perceptiveis dos poluentes nos embrides e
larvas do Zebrafish, mesmo em baixas concentracdes no ambiente. A avaliacdo de parametros
sub-letais, como a taxa de eclosdo, desenvolvimento da bexiga natatéria e pardmetros
morfométricos, auxiliaram na diferenciacdo da extensdo do dano causado.

Dentre os 4 pesticidas selecionados para o estudo, o diuron foi considerado o mais
toxico, aumentando a preocupacao relacionada a salde dos que consomem essas aguas,
levando em conta a frequéncia com que este pesticida aparece nas amostras analisadas. J& em
relacdo a mistura de pesticidas e amostras reais observa-se que ndo houve relacao direta entre
dose-resposta, contudo, o0 sinergismo dos compostos contribuiu para o desenvolvimento de
anormalidades, encorajando estudos mais aprofundados utilizando misturas complexas, uma
abordagem ndo muito discutida até 0 momento na literatura.

Englobando os resultados fisico-quimicos, quimicos e toxicoldgicos, apesar de nao ter
sido possivel estabelecer um padréo definitivo, tragando um perfil de poluicdo para todas as
amostras, o0 estudo constitui um marco inicial, ja que mapeia marcadores caracteristicos a
serem monitorados em determinados pontos amostrais, e indica sazonalidade, diferenciada na

coleta de dezembro.
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Desta forma, a utilizacdo de técnicas analiticas adequadas, desde o preparo de amostra
até a analise e processamento de dados, visa colaborar com o estudo de amostras reais em
concentragdes ambientalmente relevantes, almejando contribuir através de subsidios

cientificos para um controle mais efetivo da poluicdo ambiental.
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ANEXOS
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Anexo A — Padrdes de Qualidade de Agua para Classe | e 11/Agua Doce

Tabela Al. Pardmetros organicos e seus valores maximos permitidos para Agua doces de
classe 1 e 2 de acordo com a resolucdo CONAMA 357/2005

(continua)
Valor méaximo permitido
Composto X) 1
ng L mg L

Acrilamida 0,5
Alacloro 20
Aldrin + Dieldrin 0,005
Atrazina 2
Benzeno 0,005
Benzidina 0,001
Benzo(a)antraceno 0,05
Benzo(a)pireno 0,05
Benzo(b)fluoranteno 0,05
Benzo(k)fluoranteno 0,05
Carbaril 0,02
Clordano (cis + trans) 0,04
2-Clorofenol 0,1
Criseno 0,05
2,4-D 4
Demeton (Demeton-O + Demeton-S) 0,1
Dibenzo(a,h)antraceno 0,05
1,2-Dicloroetano 0,01
1,1-Dicloroeteno 0,003
1,1-Dicloroeteno 0,003
2,4-Diclorofenol 0,3
Diclorometano 0,02
DDT (p,p’-DDT + p,p’-DDE + p,p’-DDD) 0,002
Dodecacloro pentaciclodecano 0,001
Endossulfan (a + b + sulfato) 0,056
Endrin 0,004
Estireno 0,02
Etilbenzeno 90
Fendis totais (substancias que reagem com 4-aminoantipirina 0,003
Glifosato 65
Gution 0,005
Heptacloro epdxido + Heptacloro 0,01

Hexaclorobenzeno 0,0065
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Tabela Al. Pardmetros organicos e seus valores maximos permitidos para Agua doces de
classe 1 e 2 de acordo com a resolucdo CONAMA 357/2005

(concluséo)

Valor maximo permitido

Composto g L mg L™
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,05
Lindano 0,02
Malation 0,1
Metolacloro 10
Metoxicloro 0,03
Paration 0,04
PCBs - Bifenilas policloradas 0,001
Pentaclorofenol 0,009
Simazina 2
Substéncias tensoativas que reagem com o azul de metileno 0,5
2,45-T 2,0 2
Tetracloreto de carbono 0,002
Tetracloroeteno 0,01
Tolueno 2
Toxafeno 0,01
2,45-TP 10
Tributilestanho 0,063
Triclorobenzeno (1,2,3-TCB + 1,2,4-TCB) 0,02
Tricloroeteno 0,03
2,4,6-Triclorofenol 0,01
Trifluralina 0,2
Xileno 300

Fonte: Adaptado de CONAMA 357/2005
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Tabela A2. Pardmetros organicos e seus valores maximos permitidos para Agua doces de

classe 1 e 2 de acordo com a resolucdo CONAMA 357/2005 onde possa ocorrer pesca ou

cultivo de organismos para fins de consumo.

Valor maximo permitido

Composto ng L
Benzidina 0,0002
Benzo(a)antraceno 0,018
Benzo(a)pireno 0,018
Benzo(b)fluoranteno 0,018
Benzo(k)fluoranteno 0,018
Criseno 0,018
Dibenzo(a,h)antraceno 0,018
3,3-Diclorobenzidina 0,028
Heptacloro epdxido + Heptacloro 0,000039
Hexaclorobenzeno 0,00029
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,018
PCBs - Bifenilas policloradas 0,000064
Pentaclorofenol 3
Tetracloreto de carbono 1,6
Tetracloroeteno 3,3
Toxafeno 0,00028
2,4,6-triclorofenol 2,4

Fonte: Adaptado de CONAMA 357/2005



