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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de uso de agrotoxicos,
ficando atrds apenas dos Estados Unidos e China, conforme dados da FAO de
2022. Além disso, de acordo com o ultimo censo agropecuario de 2017 do IBGE,
constatou-se que 32% das propriedades rurais brasileiras faziam uso desses
produtos, representando um aumento de 20,5% em relacdo ao censo de 2006.

Aplicacdo indiscriminada de fertilizantes e herbicidas nas lavouras contribui
para a contaminacdo do solo, resultando na liberacdo desses compostos para
cursos d'agua através de escoamento superficial e lixiviagdo (PARK et al., 2017).
Além do uso na agricultura, esses herbicidas e biocidas sdo frequentemente
empregados como algicidas e anti-incrustantes em tintas para embarcacoes e
estruturas marinhas, apesar das evidéncias de sua toxicidade para diversas
espécies marinhas (DINIZ et al., 2014).

O biocida Diuron, devido a sua alta solubilidade em agua (42 mg/L) e longa
meia-vida aquéatica de fotdlise, € frequentemente detectado em rios, corregos, lagos
e agua do mar estando presente em varios ambientes aquaticos (), afetando peixes
de diversas espécies(FOLADOR et al., 2010; AKCHA et al., 2021).

Os peixes desempenham um papel crucial em testes de toxicidade para
avaliar os impactos ecoldgicos, sendo importantes modelos de biomonitoramento
devido a sua capacidade de capturar e acumular contaminantes aquaticos. Além
disso, eles possuem uma ampla diversidade taxonémica e funcional e ocupam
diferentes niveis troficos nos ecossistemas aquaticos (DI GIULIO e HINTON, 2008).
No entanto, apesar dos estudos sobre a toxicidade do Diuron terem sido
conduzidos em diversos organismos invertebrados, ha uma escassez de dados
sobre a toxicidade espermatica em peixes.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho € avaliar a toxicidade de diferentes
concentragcdes de Diuron nas células esperméticas da espécie de peixe zebrafish
(Danio rerio).

2. METODOLOGIA

Para a realizacéo deste estudo preliminar, foram selecionados cinco machos
do Laboratédrio de Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas. Esses individuos
passaram por um periodo de aclimatacdo de 15 dias em aquarios de 20 litros,
contendo &gua potavel, desclorada, com aeracdo constante, temperatura de 23 +
2,0°C, salinidade 2 0,5 (4gua doce), foto periodo 12C/12E, e alimentados com racéo
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comercial, duas vezes ao dia. Ao final do experimento, 0S peixes serao
eutanasiados através de choque térmico — gelo, procedimento este aprovado no
Comité de Etica da UFPel sob nimero 7836.

Apos a coleta do semen as amostras foram acondicionadas individualmente
em tubos Eppendorf contendo 1,5 ml de solugéo de lavagem Beltsville Thawing
Solution (Varela et al., 2012) com pH ajustado para 7,4 e osmolaridade de 360
mOsm. Em seguida, as gbnadas foram seccionadas para facilitar a liberagdo dos
espermatozoides. Para cada amostra de sémen, foram adicionadas sete diferentes
concentracbes de Diuron, em propor¢ao 1:1 (v/v). As concentragcfes utilizadas
foram 0 mg/L (grupo controle, com apenas a solucéo Beltsville Thawing Solution),
0,01 mg/L, 0,2 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L e 10 mg/L de Diuron. As amostras
foram entéo incubadas a uma temperatura de 25°C por um periodo de 10 minutos,
uma vez que essa temperatura esta dentro da faixa de sobrevivéncia conhecida
para os peixes, que varia de 18 a 26 °C (Froese & Pauly, 2014). Vale ressaltar que
temperaturas superiores a 22 °C podem ter efeitos prejudiciais na sobrevivéncia
dos espermatozoides.

A analise dos parametros estruturais e bioquimicos dos espermatozoides foi
realizada por meio da citometria de fluxo utilizando um equipamento Attune® da
Life Technologies. Foram avaliados diversos parametros, incluindo a integridade da
membrana plasmatica, a funcionalidade da mitocondria, a fluidez da membrana
plasmatica, a integridade do DNA, a lipoperoxidacdo lipidica e a presenca de
espécies reativas de oxigénio.

Os resultados deste estudo foram descritos utilizando medidas descritivas,
como a média e o erro padrdo da média, para cada variavel dependente, que
incluem a fragmentacdo do DNA, a fluidez e integridade da membrana, a presenca
de espécies reativas de oxigénio, a funcionalidade mitocondrial, a motilidade total
dos espermatozoides e a peroxidacdo lipidica. Foi realizado um teste de
normalidade (teste Shapiro-Wilks) para todas as variaveis dependentes, e as
andlises estatisticas serdo conduzidas utilizando o software Statistix® 2009.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo preliminar fornecem informacdes valiosas sobre
os efeitos do Diuron nos espermatozoides de zebrafish (Danio rerio). Notavelmente,
a peroxidacao lipidica (LPO) néo revelou diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos, sugerindo que a ruptura celular dos espermatozoides expostos ao
Diuron ndo ocorre principalmente por meio do processo de lipoperoxidacao.

Um aspecto interessante observado nos resultados foi a variavel de
espécies reativas de oxigénio (ROS), onde a analise indicou uma diminui¢do no
namero de células viaveis e um aumento no numero de células rompidas. Isso
sugere que a exposicéo ao Diuron pode levar a um aumento na producgéo de ROS,
0 que, por sua vez, pode contribuir para a ruptura celular. Essa descoberta é
consistente com pesquisas anteriores que relataram efeitos genotéxicos do Diuron
em outros organismos, como o0 estudo de AKCHA et al. (2012) em ostras. Esses
resultados destacam a importancia de entender como o Diuron afeta a homeostase
oxidativa das células germinativas dos peixes.

A analise da funcionalidade da membrana e da viabilidade mitocondrial
revelou diferencas estatisticamente significativas em varias concentracfes de
Diuron. Especificamente, as concentracdes de 0,01 mg/L e 1 mg/L demonstraram
um impacto significativo na funcionalidade da membrana, enquanto a viabilidade
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mitocondrial foi afetada em concentragdes de 0,01 mg/L, 0,1 mg/L, 5 mg/L e 10
mg/L. Esses resultados indicam que o Diuron pode comprometer a integridade da
membrana e a fungcdo mitocondrial dos espermatozoides, o que pode ser prejudicial
para a capacidade reprodutiva dos peixes.

E importante ressaltar que a ruptura celular parece ter um efeito amplamente
observado nas diferentes dosagens de Diuron analisadas. Esse fenbmeno pode ter
implicagdes significativas na capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides e,
consequentemente, na reproducédo desses peixes. Além disso, os achados deste
estudo sao consistentes com outras pesquisas que demonstraram efeitos adversos
de herbicidas, como o Roundup WG, na qualidade das células germinativas de
Danio rerio (NEZZI, 2019).

Tabela-1. Resutados preliminares dos efeitos do Diuron em espermatozoides de
zebrafish (Danio rerio)

GRUPO
VARIAVEIS CONTROLE DOSAGENS DE DIURON ANALISADAS
ANALISADAS BTS 0,01 mg/L 0,1mg/L 0,5 mg/L 1mg/L 5mg/L 10mg/L
LPO 91,43+ 1,57 | 88,69+2,68" 85,813,604 91,51+1,56* 87,11+2,77% |83,64+2,68" |93354157
ROS 8317,4+684" | 8294,6+58,41" | 80552 460,844 | 78574 £ 63,6345 | 7769,4 + 1055 | 7568,0 4 211¢ | 77844 + 1815

fumemvia | 24,1844,82* |40,7317,38° 29,20+ 4,714 29,87 +5,04* 36,5546,22% |23,41£353" |2521+£239"

mitoviave 14,8240,69" | 11,350,358 12,07£0,56 14,50 +0,724 1489+1,25" [12,84£0,69® |12,07£0,76

ruptura 18,444133% | 30,033,948 28,08 +3,28/8 39,23+3,374 3505+2,96* |40,70+2,06* |32,88+3,73
LPO - peroxicidacdo lipidica; ROS - espécie reativa de oxigénio do espermatozdide (células vidveis); fumemvia - funcionalidade de membrana
vidvel; mitoviave - mitocondria vidvel; ruptura - ruptura de membrana

4., CONCLUSOES

Conclui-se com este trabalho que o Diuron afeta os epermatozoides de
zebrafish, por meio da ruptura celular, em todas as dosagens deste herbicida
empregadas neste estudo, sugerindo que essa substancia afete a reproducéo e
perpetuacdo dessa espécie quando em contato com esse herbicida.
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