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RESUMO

A atrazina é um herbicida seletivo sintético do grupo das triazinas, cuja atuação

ocorre na inibição da fotossíntese das plantas não desejadas. Esse herbicida é

utilizado principalmente em culturas de trigo e milho, porém casos de contaminação

ambiental são comuns não só da atrazina, como também de seus dois principais

metabólitos, DIA (desisopropilatrazina) e DEA (desetilatrazina). A contaminação em

animais está associada com efeitos tóxicos, sendo relatada como desregulador

endócrino em adultos, sejam machos ou fêmeas, mas também em embriões de

diversas classes de animais, afetando a regulação hormonal e, consequentemente,

os padrões de desenvolvimento desses indivíduos. Assim, visto que embriões de

galinha (Gallus gallus) são animais modelo para estudos envolvendo o

desenvolvimento embrionário, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo

para o estudo da bioacumulação de atrazina em embriões de aves. A metodologia

utilizada baseou-se no tratamento in ovo de três grupos de embriões: um grupo

controle com injeções de água destilada, um grupo tratado com injeções de solução

de atrazina a 500 μg/L, e um grupo tratado com injeções de atrazina a 1000 μg/L. A

coleta dos embriões ocorreu 7 dias após a incubação. Os embriões foram

preparados para análise empregando a metodologia QuEChERS (acrônimo para

Rápido, Fácil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro), seguido de análise por

cromatografia em fase líquida acoplada ao detector de arranjo de diodos

(HPLC-DAD). Realizou-se a validação analítica da metodologia, sendo avaliados a

linearidade, resíduos da curva analítica, limite de detecção e limite de quantificação,

e precisão. Com relação aos resultados obtidos, não houve a detecção da atrazina e

de seus metabólitos em embriões, em nenhuma das concentrações administradas.

Taxas de mortalidade e malformações também foram avaliadas, porém nenhuma

discrepância significativa foi capaz de associar os efeitos da atrazina com desvios

do padrão de desenvolvimento embrionário. Estudos futuros devem ser realizados

para confirmar que embriões de aves não são capazes de bioacumular a atrazina e

garantir que o uso desse agrotóxico não afeta a saúde dos animais a nível de

desenvolvimento.

Palavras-chave: atrazina, embrião, desenvolvimento embrionário, bioacumulação

cromatografia, validação analítica.
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RESUMEN

La atrazina es un herbicida selectivo sintético del grupo de las triazinas, cuya acción

se centra en la inhibición de la fotosíntesis de las plantas no deseadas. Este

herbicida se utiliza principalmente en cultivos de trigo y maíz, aunque los casos de

contaminación ambiental son comunes no solo con atrazina, sino también con sus

dos principales metabolitos, DIA (desisopropilatrazina) y DEA (desetilatrazina). La

contaminación en animales está asociada con efectos tóxicos, informados como

disruptores endocrinos en adultos, ya sean machos o hembras, así como en

embriones de diversas clases de animales, afectando la regulación hormonal y,

consecuentemente, los patrones de desarrollo de estos individuos. Dado que los

embriones de pollo (Gallus gallus) son animales modelo para estudios que

involucran el desarrollo embrionario, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un

protocolo para el estudio de la bioacumulación de atrazina en embriones de aves.

La metodología utilizada se basó en el tratamiento in ovo de tres grupos de

embriones: un grupo de control con inyecciones de agua destilada, un grupo tratado

con inyecciones de solución de atrazina a 500 μg/L y un grupo tratado con

inyecciones de atrazina a 1000 μg/L. La recolección de los embriones se realizó 7

días después de la incubación. Los embriones fueron preparados para el análisis

utilizando la metodología QuEChERS (acrónimo de Rápido, Fácil, Barato, Efectivo,

Robusto y Seguro), seguido de análisis por cromatografía líquida de alta resolución

acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Se llevó a cabo la

validación analítica de la metodología, evaluando la linealidad, los residuos de la

curva analítica, el límite de detección y el límite de cuantificación, así como la

precisión. Con respecto a los resultados obtenidos, no se detectó atrazina ni sus

metabolitos en los embriones, en ninguna de las concentraciones administradas.

También se evaluaron tasas de mortalidad y malformaciones, pero no se encontró

ninguna discrepancia significativa que pudiera asociar los efectos de la atrazina con

desviaciones en el patrón de desarrollo embrionario. Se deben realizar estudios

futuros para confirmar que los embriones de aves no son capaces de bioacumular

atrazina y para asegurar que el uso de este pesticida no afecta la salud de los

animales a nivel de desarrollo.

Palabras-clave: atrazina, embrión, desarrollo embrionario, bioacumulación,
cromatografía, validación analítica.
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ABSTRACT

Atrazine is a synthetic selective herbicide from the triazine group, whose action

occurs by inhibiting the photosynthesis of unwanted plants. This herbicide is

primarily used in wheat and corn crops; however, cases of environmental

contamination are common not only with atrazine but also with its two main

metabolites, DIA (desisopropylatrazine) and DEA (desethylatrazine). Animal

contamination is associated with toxic effects, reported as an endocrine disruptor in

adults, both males and females, as well as in embryos of various animal classes,

affecting hormonal regulation and, consequently, the developmental patterns of

these individuals. Therefore, since chicken embryos (Gallus gallus) are model

animals for studies involving embryonic development, the aim of this work was to

develop a protocol for the study of atrazine bioaccumulation in bird embryos. The

methodology used was based on in-ovo treatment of three groups of embryos: a

control group with injections of distilled water, a group treated with atrazine solution

injections at 500 μg/L, and a group treated with atrazine injections at 1000 μg/L.

Embryo collection occurred 7 days after incubation. The embryos were prepared for

analysis using the QuEChERS methodology (an acronym for Quick, Easy, Cheap,

Effective, Robust, and Safe), followed by analysis through hight pressure liquid

chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD). Analytical validation of the

methodology was performed, evaluating linearity, analytical curve residues, limit of

detection, limit of quantification, and precision. Regarding the results obtained,

atrazine and its metabolites were not detected in embryos at any of the administered

concentrations. Mortality and malformation rates were also evaluated, but no

significant discrepancies were able to associate the effects of atrazine with

deviations from the embryonic developmental pattern. Future studies should be

conducted to confirm that bird embryos are incapable of bioaccumulating atrazine

and to ensure that the use of this pesticide does not affect the health of animals at

the developmental level.

Keywords: atrazine, embryo, embryonic development, bioaccumulation,

chromatography, analytical validation.
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1 INTRODUÇÃO

A Toxicologia e a Embriologia são duas grandes áreas interdisciplinares que,

quando combinadas, abrem discussões sobre de quais formas o meio externo é

capaz de influenciar negativamente o desenvolvimento de um ser vivo. A

teratogenicidade é um dos exemplos do porquê associar os estudos em ambas as

áreas, pois efeitos ambientais como elementos químicos, fenômenos físicos ou

organismos biológicos podem afetar o desenvolvimento embrionário e causar

diversos efeitos a longo prazo, tal como a morte em casos extremos.

Na saúde humana, por exemplo, os estudos de abuso de substâncias, novos

fármacos, efeitos de radioatividade, patógenos, entre muitos outros, movimentam

diversos setores de pesquisa para garantir maior segurança possível durante a

gestação materna. Isso se deve aos cuidados adotados sucessivamente à

exposição, a prevenção, a proibição, a criação de legislações, e a orientação pública

acerca de determinado agente teratogênico.

Sob outro viés, o ambiente não afeta exclusivamente o desenvolvimento

humano, visto que a vida animal é intimamente ligada ao meio que está sob seu

redor, seja pelo efeito ecológico da fauna e flora, seja pela ação antrópica que

influencia diretamente sua integridade. Nesse sentido, a questão ambiental é uma

pauta social que deve abordar todas as nuances da interferência humana no reino

animal, e justamente no ponto da partida está o desenvolvimento da vida, a

embriologia.

As aves são um grande exemplo de como animais vertebrados são afetados

com tóxicos do ambiente, uma vez que afetam seus comportamentos e,

consequentemente, seu papel ecológico. Os impactos antrópicos são nitidamente

visualizados em pássaros, e pouco se sabe sobre como isso afeta o

desenvolvimento desses animais. Um dos grandes intensivos da indústria agrícola,

os agrotóxicos, são relatados em alimentos que muitas vezes se inserem na cadeia

alimentar avícola, e os estudos toxicológicos são de suma importância nesse

sentido, incluindo o estudo desses efeitos no desenvolvimento embrionário.

Para entender os efeitos, é necessário compreender como o mecanismo de

atuação desses produtos afetam o organismo do animal, pois eles já estão inerentes
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à exposição. É um papel social pontuar as questões ecológicas, pois vale a ressalva

que esses fenômenos relatados também possuem impacto na espécie humana.

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos estudos são necessários para

pontuar quais devem ser as possíveis preocupações da comunidade científica que

se debruça sobre essa questão dentro das ciências agrárias. Não apenas pela

finalidade do estudo, mas também para abrir portas a novos pontos de vista e um

melhor direcionamento sobre as problemáticas do uso intensivo de agrotóxicos, tal

qual sobre seus efeitos mínimos.

Em suma, a toxicologia envolve assuntos embrionários que

correlacionam-se com os mais diversos organismos do planeta. É necessário o

incentivo de pesquisas no impactos ambiental dos produtos tóxicos usados em larga

escala, incluindo no desenvolvimento embrionário. Estes devem possuir base

legítima consolidada para gerar informação de qualidade e abrir espaço para novas

indagações sobre o quão segura está a posição de uma espécie frente à natureza.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 AGROTÓXICOS

Agrotóxicos são substâncias químicas utilizadas no agronegócio com intuito

de aumentar a produção agrícola através da proteção e armazenamento dos

alimentos (Popp et al., 2012). São definidos pela Lei dos Agrotóxicos n° 7.802/89

como produtos que interagem com organismos prejudiciais à colheita com intuito de

modificar algum processo vital de seu desenvolvimento (Brasil, 1989).

A classificação dos agrotóxicos pode ser feita a partir de diversas

perspectivas, por exemplo, de acordo com a função e o tipo de praga que

combatem, cujo nome está associado diretamente à terminologia da praga-alvo

(Yadav & Devi, 2017). A Tabela 1 apresenta uma classificação ampla dos tipos de

pesticidas baseados em sua função. Adicionalmente, em razão do risco ou pela

funcionalidade, podem ainda ser classificados de acordo com toxicidade,

formulações, fontes de origem, mecanismo de ação, forma de aplicação, modo de

entrada ou composição química (Yadav & Devi, 2017; Akashe et al., 2018).

Tabela 1 - Tipos de agrotóxicos relacionados com sua função e alvo.

Tipo de pesticida Praga alvo / Função

Inseticidas Mata insetos e outros artrópodes

Fungicidas Mata fungos (incluindo ferrugem e bolor)

Bactericidas Mata bactérias ou atua contra bactérias

Herbicidas Mata ervas daninhas e outras plantas que crescem onde
não são desejadas

Acaricidas Mata ácaros que se alimentam de plantas e animais

Raticidas Controle de ratos e outros roedores

Algicidas Controla ou inibe o crescimento de algas

Larvicidas Inibe o crescimento de larvas

Repelentes Repele pragas pelo seu sabor ou cheiro

Dessecantes Atua nas plantas secando seus tecidos
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Ovicidas Inibe o crescimento de ovos de insetos e ácaros

Virucidas Atua contra vírus

Moluscicidas Inibe ou mata moluscos

Nematicidas Mata nematóides que agem como parasitas de plantas

Avicidas Mata pássaros

Bolas de naftalina Danifica tecidos de larvas de mariposas ou fungos

Lampricidas O alvo são larvas de lampreia sem mandíbula

Piscicidas Atua contra os peixes

Silvicidas Atua contra vegetação lenhosa

Termiticidas Mata cupins
Fonte: adaptado de Yadav & Devi, 2017.

A utilização dos agrotóxicos é justificada pelo aumento da produtividade de

colheitas (Popp et al., 2012), que leva à necessidade de controle de pragas nos

campos (Oerke & Dehne, 2004). Entretanto, seu uso está intimamente relacionado

com a toxicidade ambiental e humana, resultando em um olhar crítico sobre sua

aplicação (Rani et al., 2020).

2.2 CONTAMINAÇÃO POR AGROTÓXICOS

Embora historicamente os agrotóxicos tenham contribuído para o aumento da

produção agrícola, seu uso excessivo e inadequado pode levar à contaminação do

meio ambiente (Jardim et al., 2009). Assim, cadeias ecológicas são prejudicadas e

organismos, incluindo humanos, são afetados (Jardim et al., 2009; Lopes &

Albuquerque, 2018).

A problemática da contaminação surge devido aos efeitos em alvos não

específicos, que, ao estarem expostos ao ambiente contaminado, acabam por sofrer

pela intoxicação, como é o caso dos peixes em locais com altas concentrações de

agrotóxicos e seus resíduos (Murty et al., 2013). Essa contaminação afeta diversos

ecossistemas, visto que os produtos químicos são frequentemente transportados

pelo vento e pelas águas da chuva, impactando solos (Andreu & Picó, 2004), rios

(Chiarello et al., 2016) e outros tipos de corpos aquáticos essenciais como recursos
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naturais (Gama et al., 2013). Amostras de contaminação podem ser encontradas

tanto em águas superficiais quanto subterrâneas (Tariq et al., 2007).

A contaminação é dependente da exposição, que pode ser do tipo aguda,

crônica ou subcrônica (Barbosa et al., 2020). Essas exposições ainda são

delimitadas pela forma de contato com o humano, uma vez que os químicos podem

ser inalados (exposição respiratória), ingeridos (exposição oral) por meio de

alimentos contaminados ou água contaminada, e absorvidos pela pele (exposição

dérmica) durante o manuseio ou contato direto com produtos contendo agrotóxicos

(Hamilton et al., 2004; Macfarlane et al., 2013; Barbosa et al., 2020;

Santacruz-Márquez et al., 2023). Adicionalmente, exposições acidentais são

descritas principalmente na exposição ocupacional, sendo casos imprevistos e

potencialmente perigosos (García, 2003; Tariq et al., 2007).

Como mencionado, alimentos também sofrem contaminação por agrotóxicos,

uma vez que os pesticidas utilizados nas plantações deixam resíduos nos alimentos

(Jardim et al., 2009). Devido à forte capacidade de aderência advinda da natureza

química dos agrotóxicos, a contaminação de alimentos é preocupante pelo nível de

presença e concentração, uma vez que químicos foram encontrados não só em

amostras de alimentos contendo adubação convencional como também em

alimentos orgânicos (Lima et al., 2012; Araújo et al., 2014). Ao nível de distribuição,

podem ser encontrados vestígios de pesticidas em alimentos até em setores da

cidade não diretamente ligados à produção rural (Caldas et al., 2011).

Por mais que a contaminação ambiental e alimentar devam ser salientadas,

também há uma notória preocupação social quanto às comunidades mais

diretamente expostas ao uso de agrotóxicos em sua forma massiva, que são os

pequenos produtores e comunidades de áreas próximas à produção agrícola, além

das comunidades indígenas. A dificuldade de acesso à saúde e a gravidade das

intoxicações, que muitas vezes são ignoradas pelos trabalhadores, faz com que

esses grupos sejam alheios aos perigos dos agrotóxicos (Castro & Confalonieri,

2005). Adicionalmente, a falta de instrução sobre o manuseio desses químicos faz

com que os efeitos negativos dos agrotóxicos sobre a saúde dessas pessoas se

intensifique (Veiga et al., 2006). É importante enfatizar ainda que as políticas

públicas adotadas por parte da gestão governamental por muitas vezes ignoraram a

necessidade de proteção de áreas indígenas, que adoeciam conforme o uso de

agrotóxicos se tornava mais intensivo (Gonçalves et al., 2012; Lima et al., 2022).
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2.3 ATRAZINA

A atrazina (6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina- 2,4-diamina) é um

herbicida sintético do grupo das triazinas, e apresenta cloro em sua composição o

que faz com que se encaixe na grande família dos organoclorados (Hansen et al.,

2013). A estrutura da atrazina está representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura química da atrazina (Fonte: adaptado de Hansen et al., 2013).

Esse herbicida seletivo é aplicado no solo e absorvido pelas folhas e raízes

das plantas, atuando principalmente na inibição da fotossíntese em plantas não

desejadas, afetando mecanismos de distribuição de elétrons (Shimabukuro &

Swanson, 1969; Hansen et al., 2013). Segundo a literatura, sua utilização ocorre

principalmente em culturas de trigo e milho, sendo um dos herbicidas de utilização

mais comum devido ao seu longo tempo de mercado e sua ampla gama de usos

(Sene et al., 2010; Kumar et al., 2013; Sadeghnia et al., 2021).

Apesar de ser um herbicida disseminado mundialmente, a atrazina é banida

em diversos países, incluindo os países da União Europeia, devido às suas

preocupações quanto à degradação do composto e sua capacidade de

contaminação ambiental (Sass & Colangelo, 2006; Hansen et al., 2013; Singh et al.,

2017). Nos Estados Unidos, a atrazina continua sendo utilizada (Williams et al.,

2011), mas seu limite em água potável foi estabelecido em 3 μg/L (Hansen et al.,

2013). Outros países, inclusive a União Européia, também definiram valores

máximos da atrazina em água potável mesmo após a proibição, uma vez que este

composto ainda é encontrado em amostras de água superficiais (Sass & Colangelo,

2006).
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Por outro lado, mesmo que o Brasil também tenha legislação sobre o valor

máximo da concentração de atrazina por litro de água potável, seu uso é muito mais

difundido e indiscriminado (Lima et al., 2018). Para via de comparação, o limite da

legislação europeia é de 0,1 μg/L de atrazina em água potável, enquanto no Brasil

esse valor é 2 μg/L, um valor 20 vezes maior (Freitas & Regino, 2020). O Brasil é

um dos maiores produtores de milho (Resende et al., 2019), e sendo a União

Europeia um dos principais mercados de exportação do Brasil (Megiato et al., 2016),

as preocupações recaem sobre a utilização do herbicida nas plantações,

especialmente com o milho, visto que é matéria-prima para fabricação de ração

(Mallmann et al., 2019). Portanto, os resíduos da atrazina podem entrar na cadeia

alimentar de animais e acabar em carnes, leite e derivados, ovos, entre outros

(Hong et al., 2022).

2.3.1 Metabólitos da atrazina

Os herbicidas podem sofrer decomposição, através de processos bióticos ou

abióticos, após serem utilizados (Rostami et al., 2021). A decomposição gera

compostos secundários, conhecidos como resíduos ou metabólitos, que

majoritariamente são menos tóxicos para a fauna e flora do que o composto

primário, mas em alguns casos podem ser ainda mais tóxicos (Sinclair & Boxall,

2003). A atrazina apresenta notável persistência no meio ambiente gerada pela

degradação biótica e abiótica, o que torna-se um problema ecológico quando

resíduos dessa substância são encontrados em riachos, bacias hidrográficas e

outros corpos de água, seja em águas superficiais ou subterrâneas (Solomon et al.,

1996; Kumar & Singh, 2016).

A decomposição da atrazina gera diversos metabólitos, mostrados na Figura

2, e, apesar das vias de degradação da atrazina ainda não serem completamente

definidas, as rotas mais relatadas envolvem a hidrólise, desalquilação, descloração

e desaminação da atrazina (Burken & Schnoor, 1997; Ghosh & Philip, 2006; Barr et

al., 2007; Rostami et al., 2021). A N-desalquilação da atrazina forma seus dois

principais metabólitos, a deetilatrazina (DEA) e a deisopropilatrazina (DIA), que,

além de serem encontrados facilmente em águas superficiais (Thurman et al.,

1994), podem ainda reagir com mais compostos e gerar outros metabólitos

derivados, estando, portanto, biologicamente ativos na natureza (Barr et al., 2007).
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Adicionalmente, esses metabólitos têm a capacidade de lixiviar da superfície do solo

e penetrar a superfície, sendo assim encontrados também em águas subterrâneas

(Nasseri et al., 2009).

Figura 2. Rotas metabólicas da degradação da atrazina e resíduos de sua decomposição. Os

metabólitos são Desetilatrazina (DEA), Desisopropilatrazina (DIA), Hidroxiatrazina (HA),

Desetilhidroxiatrazina (DEHA), Didealquilatrazina (DDA), Desisopropilhidroxiatrazina (DIHA), Amelina

e Produtos Hidroxilados Desalquilados (HDAPs) (Fonte: adaptado de Burken & Schnoor, 1997).

2.3.2 Fatores que influenciam a persistência ambiental da atrazina e de seus

metabólitos

A atrazina apresenta diversas características que explicam sua alta

persistência ambiental em corpos de água e solo, estando relacionado

principalmente aos fenômenos de biodegradabilidade e biodisponibilidade

(Jablonowski et al., 2010). A biodisponibilidade está associada à adsorção da

atrazina ou dos metabólitos pelas características da matriz do solo, enquanto a
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biodegradabilidade sofre influência da transformação da atrazina nos metabólitos

secundários (Besse-Hoggan et al., 2009).

Dentre os fatores que influenciam no processo de adsorção, as propriedades

do solo e do ambiente apontam que a presença de atrazina adsorvida diminui sua

disponibilidade para participar de processos dissipativos, como a biodegradação

(Jablonowski et al., 2010; Hansen et al., 2013). Nesse sentido, as primeiras

propriedades que estão relacionadas à persistência da atrazina são estrutura,

tamanho e composição do solo, em que diferentes tipos rochosos determinam

diferentes quantidades de escoamento dos químicos, estando relacionados

principalmente com a superfície de contato entre o sedimento e o agrotóxico (Wang

& Keller, 2009). Outras composições do solo que também afetam as propriedades

da adsorção da atrazina ou dos metabólitos são: o pH (Houot et al., 2000), a

presença prévia de atrazina ou de outros pesticidas em suas respectivas

quantidades (Barriuso & Houot 1996; Zablotowicz et al., 2008), o conteúdo de

carbono orgânico e compostos nitrogenados (Alvey & Crowley, 1995; Ahmad &

Rahman, 2009), a salinidade (Lin et al., 2008) e as condições de umidade (Kruger et

al., 1993).

Na sequência, a biodegradabilidade é estudada para recuperar ambientes

contaminados pela atrazina (Fang et al., 2015). Esse é um processo relativamente

complexo, uma vez que o comportamento dos agrotóxicos é impreciso dadas as

interações bióticas e abióticas do seu entorno (Kah et al., 2007), mas, em poucas

palavras, a degradação da atrazina ocorre através de reações biológicas e/ou

químicas (Erickson et al., 1989; Rostami et al., 2021). As reações biológicas

envolvem comunidades de microrganismos, que variam seu rendimento de

degradação de acordo com as espécies e suas interações com as condições do

solo (Rousseaux et al., 2001). A existência dos microrganismos metabolizadores por

si é um indicativo de que existem diversas influências na degradação da atrazina

por diversos parâmetros, sendo um exemplo o uso de fertilizantes no solo, que

podem conter antibióticos em sua formulação afetando diretamente a comunidade

microbiana (Jiang et al., 2021). Por outro lado, as reações químicas envolvem

processos eletrocinéticos, fotólise, fenton e entre outros, cujos interferentes

dependem da reação (Rostami et al., 2021). Exemplificando, compostos

nitrogenados e compostos férricos são capazes de afetar a velocidade da reação da

fotólise (Burrows et al., 2002).
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Os dois fenômenos descritos definem o potencial da aderência da atrazina no

ambiente (Jablonowski et al., 2010). Eles podem explicar porque ainda são

encontradas concentrações de atrazina em amostras de águas em países que

proibiram seu uso há anos (Vonberg et al., 2014). Ademais, a atrazina e seus

metabólitos possuem uma meia-vida maior em baixas temperaturas, ou seja, a

degradação do químico ocorre de forma mais lenta no fundo da água, explicando

sua existência em águas subterrâneas (Kruger et al., 1993; Vonberg et al., 2014;

Chowdhury et al., 2021).

Adicionalmente, fatores climáticos, como temperatura e precipitação pluvial,

auxiliam o escoamento superficial de águas contaminadas (Carmo et al., 2013),

podendo levar a atrazina e seus metabólitos à corpos d’água, incluindo água

potável, causando intoxicação à organismos vivos (Pathak & Dikshit, 2012;

Inoue-Choi et al., 2016).

2.4 EFEITOS TÓXICOS DA ATRAZINA EM ORGANISMOS ADULTOS

Estudos relatam que a atrazina apresenta efeitos ambientais em plantas

não-alvo e na fauna aquática ao estar em contato direto com organismos desses

meios (Singh et al., 2017). Adicionalmente, diversos estudos de toxicidade avaliam

os efeitos da atrazina em mamíferos e aves adultas (Donna et al., 1986;

Kornilovskaya et al., 1996; Wilhelms et al., 2005; Hussain et al., 2011), apesar

dessas espécies não apresentarem uma taxa de exposição direta significativa, mas

a exposição ainda pode ocorrer principalmente pela ingestão de produtos

contaminados, ou seja, água e alimentos (Smith et al., 2021).

A desregulação endócrina é uma das preocupações principais relacionadas à

atrazina, visto que modificações hormonais comprometem o sistema reprodutivo

(Sanderson et al., 2002). Primeiramente, a atrazina desmasculiniza as gônadas

masculinas de todas as classes de vertebrados superiores (Solomon et al., 2008;

Rohr & McCoy, 2010), com exceção das aves (Wilhelms et al., 2016), ao alterar

tamanho, número e produção das células, hormônios e estruturas do trato

reprodutivo masculino (Hayes et al., 2011). Ensaios em ratos e camundongos

indicaram influência da atrazina em estruturas testiculares, como irregularidades em

células de Leydig, degeneração de células de Sertoli e atrofia testicular, o que

prejudica a mobilidade e número significativo de espermatozóides desses animais
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(Kniewald et al., 2000; Victor-Costa et al., 2010). A modificação das estruturas

testiculares influencia as vias de secreção de hormônios pré-armazenados ou

pré-sintetizados (Kucka et al., 2012). As fêmeas também apresentam desregulação

endócrina de seus sistemas reprodutores (Cooper et al., 1996; Wirbisky & Freeman,

2015); por exemplo, a atrazina é capaz de alterar os níveis do hormônio luteinizante

(LH) através de ação no hipotálamo em ratos (Cooper, 2000) e afetar a maturação

do oócito suíno (Yuan et al., 2017).

A toxicidade da atrazina afeta outros órgãos essenciais, como o sistema

nervoso central, onde apresenta neurotoxicidade no hipocampo e nas vias

dopaminérgicas, afetando padrões comportamentais, de aprendizagem e de

memória (Bardullas et al., 2011; Ma et al., 2015; Li et al., 2019). O estômago e o

fígado também são afetados pela atrazina por conta da exposição oral e

metabolização, respectivamente, da atrazina por esses órgãos, onde há degradação

das células que revestem esses tecidos (Olejnik et al., 2010; Campos-Pereira et al.,

2012). Efeitos de toxicidade crônica, genotoxicidade e oncogenicidade também são

descritos pela literatura (Gammon et al., 2005), porém suas bases são conflitantes e

ainda carecem de mais estudos.

2.5 EFEITOS TÓXICOS DA ATRAZINA DURANTE O DESENVOLVIMENTO

EMBRIONÁRIO

Muitos agrotóxicos, como fungicidas, já demonstraram seus efeitos tóxicos no

desenvolvimento embrionário (Arcain et al., 2021). Existem trabalhos publicados

sobre os efeitos embriotóxicos da atrazina principalmente com organismos

marinhos, como moluscos, crustáceos e peixes, o que indica a necessidade de

maiores estudos em mamíferos e aves (Blahova et al., 2020).

Os estudos embriotóxicos apresentados em caramujos demonstraram que

altas concentrações de atrazina induziram dificuldades na eclosão desses animais

(Sawasdee & Kohler, 2009). Estudos conduzidos em moluscos demonstraram que

apesar da atrazina desenvolver anormalidades embrionárias, o agrotóxico não

influencia no seu tempo de desenvolvimento (Palma et al., 2009).

Em peixes, a intoxicação ocorre porque o córion de ovas de peixes não

consegue impedir a contaminação aguda por atrazina (Blahova et al., 2020).

Estudos no modelo peixe-zebra (Danio rerio) mostraram que a atrazina em baixas
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concentrações é capaz de perturbar o estágio de desenvolvimento embrionário, e

em concentrações um pouco mais altas, causar problemas na organogênese e

distúrbios em órgãos do animal (Wiegand et al., 2001). Porém, um estudo com o

mesmo organismo modelo mostrou que apenas em altíssimas concentrações de

atrazina ou de seus metabólitos, normalmente não presentes significantes na

natureza, houve efeitos embriotóxicos (Blahova et al., 2020).

Estudos de casos em humanos também foram conduzidos para avaliar a

toxicidade embrionária da atrazina, especialmente em gestantes de uma população

que consumia água contaminada por atrazina. Apesar de alguns bebês terem

nascido fora dos padrões de normalidade, os resultados não puderam ser

diretamente associados com a ação da atrazina (Villanueva et al., 2005).

Em aves, a atrazina foi associada com o atraso da eclosão dos pássaros e

também como desregulador endócrino (Ottinger et al., 2006).

2.6 BIOACUMULAÇÃO

A bioacumulação é o processo no qual um organismo possui uma taxa de

absorção de determinada substância maior do que o seu corpo é capaz de eliminar

(Kehrig et al., 2011). A bioacumulação ocorre a partir da captação do elemento

através de um processo gradual, fazendo com que o organismo concentre a

substância de acumulações anteriores (Streit, 1992). A bioacumulação depende de

alguns fatores físicos-químicos em compostos orgânicos, como a lipofilicidade,

baixa solubilidade em água, baixa degradabilidade, baixo grau de ionização e

pequeno tamanho molecular (Streit, 1992; Tyohemba et al., 2021). Sabe-se que a

atrazina tem a capacidade de se acumular em peixes (Preez & Vuren, 1992) e

plantas (Pérez et al., 2022), desse modo os animais terrestres podem ser afetados

através da ingestão de alimentos contaminados (Solomon et al., 2008).

Nos peixes, a acumulação ocorre de maneira rápida através das guelras ou

da pele, sendo encontrados traços do agrotóxico em órgãos com alta circulação

sanguínea, como fígado, cérebro e intestino, e na musculatura do animal (Gunkel et

al., 1980; Streit, 1992). Adicionalmente, concentrações encontradas na musculatura

do peixe são significativamente maiores do que as observadas na água

contaminada, o que corrobora o fenômeno de bioacumulação (Streit, 1992).
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Em aves, a alimentação está diretamente relacionada com a capacidade de

acumulação em seus tecidos, visto que a concentração dos tóxicos nesses animais

variam de acordo com a dieta dos peixes aos quais estão expostos (Falkowska &

Reindl, 2015). A atrazina mostrou ser capaz de bioacumular-se nos músculos e

fígados de gaivotas predatórias, uma vez que os peixes ingeridos também estão

contaminados (Reindl et al., 2015). A hepatotoxicidade ocorre devido a danos

oxidativos e fatores pró-apoptóticos, relacionadas com as vias de sinalização

alteradas devido à presença de atrazina (Zhang et al., 2017). Entretanto, a falta de

literatura dificulta a avaliação da bioacumulação em aves, principalmente aos efeitos

embriotóxicos, indicando a importância do presente estudo.

2.7 EMBRIÕES DE GALINHA COMO MODELO PARA BIOACUMULAÇÃO

Ovos de galinha doméstica (Gallus gallus) têm sido amplamente utilizados

como organismos modelo na pesquisa básica devido às suas características muito

bem estabelecidas, envolvendo uma variedade de técnicas e pesquisas para a

embriologia (Vilches-Moure, 2019). Cerca de 60% do genoma da galinha é ortólogo

ao genoma humano, sendo também condensado em cromatina e heterocromatina, o

que traça um ótimo paralelo entre as duas espécies em estudos epigenômicos

(Beacon & Davie, 2021).

Os embriões de galinha podem ser usados para estudar de quais formas

diferentes condições físicas, como temperatura e oxigênio do ambiente, afetam o

desenvolvimento embrionário (Chan & Burggren, 2005; Hammond et al., 2007).

Interações e mecanismos biológicos também são explorados, tal como efeitos de

hormônios sobre o desenvolvimento ou ensaios de observação de órgãos afetados

por algum fator externo (Eriksen et al., 2003; Vilches-Moure, 2019).

Bioensaios de toxicidade também são amplamente utilizados com ovos de

galinha, incluindo ensaios de intoxicação por metais pesados (Bojarski et al., 2022),

nanomateriais (Scalisi et al., 2020), toxinas de animais (Jiao et al., 2021) ou toxinas

de microrganismos (Bryla et al., 2023). Não obstante, os agrotóxicos não fogem da

lista de químicos que utilizam embriões de galinha para estudos toxicológicos (Fry et

al., 1995; Arcain et al., 2021). Contudo, embora tanto outros agrotóxicos quanto a

atrazina já tenham demonstrado efeitos negativos no desenvolvimento embrionário

da galinha doméstica (Matsushita et al., 2006; Fischer et al., 2021), pouco se sabe
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sobre a bioacumulação de atrazina neste modelo, indicando a necessidade do

desenvolvimento de um protocolo para futuras pesquisas.

2.8 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA

A cromatografia é um método de separação que utiliza duas fases, uma

móvel e uma estacionária, para separar as moléculas de uma mistura (Coskun,

2016). As moléculas da solução são aplicadas em uma superfície ou sólido, e a fase

estacionária ajuda a separá-las enquanto se movem com a fase móvel (Anderson &

Armstrong, 2003). Esse processo depende de características moleculares, como

adsorção, partição e diferenças de afinidade ou pesos moleculares (Cuatrecasas et

al., 1968). As características moleculares definem um tempo de passagem diferente

pelo equipamento cromatográfico, que é capaz de quantificar a passagem e

separação dos componentes (Hage, 2018).

A cromatografia pode ser classificada de acordo com o tipo de suporte da

fase estacionária ou baseada no método empregado pela fase móvel, assim, os

tipos de cromatografia são: cromatografia em coluna, cromatografia de troca iônica,

cromatografia de permeação em gel, cromatografia de afinidade, cromatografia em

papel, cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa, cromatografia de

corante-ligante, cromatografia de interação hidrofóbica, cromatografia de

pseudoafinidade e cromatografia líquida de alta pressão (Coskun, 2016; Hage

2018).

Dentre esses, a cromatografia líquida (LC) é amplamente utilizada para a

detecção de multiresíduos de herbicidas (Niell et al., 2010; Carlos et al., 2015;

Poiger et al., 2016). Dessa forma, dentre os diversos tipos de cromatografia líquida,

as que mais se destacam em estudos envolvendo herbicidas são a cromatografia

líquida em alta pressão (HPLC) e cromatografia líquida em alta pressão e ultra

eficiência (UHPLC) (Hollaway et al., 1999; Saraji & Tansazan, 2009; Zhong et al.,

2012; Safari et al., 2015; Xu et al., 2015).

Assim, em herbicidas triazínicos, a cromatografia é utilizada com diferentes

detectores para analisar multiresíduos dos agrotóxicos em diferentes tipos de

amostras (Abbas et al., 2014). A escolha do detector para otimizar a metodologia

depende de fatores como a sensibilidade, o tempo de resposta, o volume de

detecção e a operação do aparelho, de forma que busquem aumentar a precisão
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analítica da composição da mistura e diminuam as interferências do manipulador

(McWilliam et al., 1959).

2.8.1 Preparo de amostra e Método QuEChERS

Anteriormente à cromatografia, uma etapa fundamental para garantir a

precisão da análise é a preparação de amostra, pois esta tem finalidade de isolar e

concentrar o analito de interesse, tal como purificar a amostra para impedir a

contaminação da análise por interferentes (Nováková & Vlcková, 2009). Dentre os

vários métodos de preparação de amostra, o método QuEChERS ('Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged and Safe') se destaca pela sua eficiência na análise de

metabólitos de agrotóxicos e também é adequado para ensaios de cromatografia

(Meira, 2015). O método QuEChERS funciona combinando a extração

líquido-líquido com a dispersão de sais para purificar e concentrar resíduos de

pesticidas em amostras de alimentos, podendo ser adaptado para outras

metodologias (Gonzáles-Curbelo et al., 2015). Embora estudos envolvendo o

método QuEChERS tenham sido conduzido em galinhas (Lian et al., 2014) e em

embriões (Kurt et al., 2017), as informações de embriotoxicidade envolvendo o

modelo embrionário de Gallus gallus ainda são limitadas.

2.8.2 Validação Analítica

Quando novos métodos analíticos são desenvolvidos ou implementados pela

primeira vez em laboratório, é exigido da abordagem um nível de confiança baseado

em critérios técnicos para justificar a qualidade de seus processos (Valentini et al.,

2022). Dessa forma, a necessidade de métodos validados asseguram a confiança

das práticas cromatográficas, sendo realizada em diversas análises biológicas nesta

área (Peris-Vicente et al., 2022; Thoueille et al., 2023; Yang et al., 2023).

A nível nacional, o Ministério da Saúde em conjunto com a Agência Nacional

de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelecem a Resolução da Diretoria Colegiada

número 166 (RDC n°166), que dispõe sobre a validação de métodos analíticos e dá

outras providências (Brasil, 2017). Além destes, o Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia (INMETRO), através da norma instituída pela Associação

Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT) NBR ISO/IEC 17025/2017, fornece o
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documento orientativo DOQ-CGCRE-008, cujo objetivo é orientar laboratórios de

ensaio na validação de métodos analíticos para garantir resultados de qualidade

(INMETRO, 2020).

Por outro lado, a nível internacional, a Associação dos Químicos Analíticos

Oficiais (AOAC International), é uma entidade governamental cujo propósito é

desenvolver métodos oficiais adotados por agências reguladoras para análises de

alimentos, medicamentos e substâncias perigosas, garantindo confiabilidade

analítica para promover segurança (Baur & Ensminger, 1977). As atuais diretrizes

fornecidas pela AOAC estão em seu livro Official Methods of Analysis, que fornece

padrões e métodos reconhecidos internacionalmente para análise de produtos

químicos (AOAC, 2023).

Dando sequência, a validação ocorre através de uma série de requisitos

nomeados desempenhos analíticos, que são avaliados em: seletividade, linearidade,

limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), precisão e exatidão (Ribani et

al., 2004; Ribeiro et al., 2007; Araujo, 2009; Brasil, 2017; INMETRO, 2020).

A seletividade em métodos instrumentais de separação refere-se à

capacidade de distinguir inequivocamente as substâncias de interesse em amostras

complexas, assegurando que o pico de resposta seja exclusivamente atribuído ao

composto desejado (Persson & Vessman, 2001). Este critério essencial no

desenvolvimento e validação de métodos deve ser continuamente reavaliado

durante a análise, podendo ser verificado por meio de comparação entre matrizes

isentas e adicionadas da substância de interesse do estudo, ou pelo uso de

detectores modernos que comparam o espectro do pico obtido com o de um padrão

(Verbic et al., 2013).

A linearidade em métodos analíticos refere-se à capacidade de gerar

resultados diretamente proporcionais à concentração da substância analisada em

uma faixa específica, estabelecendo uma correlação entre o sinal medido e a

concentração (Epshtein, 2019). Assim, para garantir a precisão e minimizar erros,

são necessários cinco pontos, excluindo o zero, para a construção da curva

analítica (Araujo, 2009). A regressão linear é utilizada para estimar os coeficientes

da curva, incluindo os parâmetros a e b, e o coeficiente de determinação (R2)

(Shrivastava & Gupta, 2022). Este último, com um valor próximo de 1, indica menor

dispersão nos dados experimentais, desse modo servindo como indicador da

qualidade da curva (Araujo, 2009; Shrivastava & Gupta, 2022). Além disso, a
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ANVISA define que o coeficiente de correlação deve ser no mínimo 0,99 (Brasil,

2017).

Por fim, o limite de detecção (LD) representa a menor concentração de uma

substância que pode ser detectada, embora não quantificada pelo instrumento,

enquanto o limite de quantificação (LQ) é a menor concentração que pode ser

quantificada com confiabilidade (INMETRO, 2020). Ambos os métodos podem ser

estimados a partir de diferentes formas, seja através de ajustes experimentais por

meio de diluições seriadas, seja por meio de estimativas instrumentais, utilizando

equações matemáticas para determinar os menores valores possíveis

(Álvaro-Alonso et al., 2022). Ressaltando, a ANVISA sugere uma relação entre os

limites e o branco, ou o menor ponto de concentração da curva analítica, de 10:1

para detecção e 3,3:1 para quantificação (Brasil, 2017).

A precisão avalia a dispersão de resultados em condições específicas,

podendo ser medida pelo desvio padrão absoluto, intervalo de confiança da média

ou desvio padrão relativo (DPR), a depender do número de medições (Ribani et al.,

2004; INMETRO, 2020). Na validação de métodos, a precisão é considerada em

três níveis: repetitividade (concordância em medições sucessivas sob as mesmas

condições), precisão intermediária (variações dentro do laboratório) e

reprodutibilidade (concordância entre medições em condições variadas, como

diferentes laboratórios) (Ribani et al., 2004; INMETRO, 2020). A ANVISA sugere

critérios específicos para a verificação da repetitividade e da precisão intermediária,

como um mínimo de nove determinações sobre a faixa de concentrações da curva

analítica, em pontos mínimos, médios e altos (Brasil, 2017).

A exatidão em validação de métodos analíticos refere-se à proximidade entre

os resultados obtidos por um método analítico e o valor verdadeiro ou aceito como

referência (Araujo, 2009). Em outras palavras, a exatidão mede o quão próximo o

resultado do método está do valor teórico ou verdadeiro da amostra analisada

(Ribani et al., 2004).
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3 JUSTIFICATIVA

A atrazina é um herbicida que possui uma capacidade de bioacumulação em

diferentes tipos de espécies, podendo ser encontradas em plantas e peixes,

componentes de base na cadeia alimentar, que são bastante consumidos por

animais predadores de topo da cadeia, inclusive os humanos. Dessa forma, a

atrazina tem o potencial para se bioacumular em órgãos e tecidos, causando uma

preocupação no ambiente e na saúde sobre os potenciais riscos tóxicos desse

agrotóxico.

Os embriões de galinha vem sendo utilizados em vários estudos e gerando

bons resultados como organismo modelo em avaliações embriotoxicológicas.

Portanto, devido ao fato da ausência completa de informações descritivas sobre os

efeitos de bioacumulação da atrazina em embriões de galinha, o presente trabalho

se propõe a criar um modelo de protocolo para avaliação da bioacumulação de

atrazina em embriões de Gallus gallus através da metodologia de preparo de

amostra QuEChERS e análise por cromatografia líquida de alta pressão (HPLC)

com detector de arranjos (DAD).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um protocolo para análise de bioacumulação da Atrazina e seus

metabólitos DIA e DEA por cromatografia em embriões de galinha (Gallus gallus).

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Realizar o tratamento de ovos de galinha fertilizados com atrazina, através de

injeção na câmara de ar;

● Coletar embriões previamente tratados com atrazina, e prepará-los para as

análises posteriores;

● Otimizar metodologia para extração e preparo das amostras usando

QuEChERS;

● Realizar análises cromatográficas das amostras biológicas preparadas a

partir dos embriões de galinha tratados com atrazina;

● Validar a metodologia analítica de preparo e análise de atrazina e seus

principais metabólitos utilizando HPLC-DAD;

● Verificar taxas de mortalidade, malformações e análises cromatográficas para

definir se a absorção da atrazina pode ser relacionada com a atrazina.
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5 METODOLOGIA

5.1 OBTENÇÃO DOS OVOS

Os ovos foram obtidos por um comerciante orgânico local de Foz do Iguaçu,

Paraná, entre os meses de julho e setembro de 2023. No total foram obtidas 12

dúzias (n=144) de ovos de galinha (Gallus gallus), distribuídos entre grupos de

dúzias para: 1 modelo piloto; 4 tratamentos e 4 controles, para a concentração de

500 μg/L; e 2 tratamentos e 1 controle, na concentração de 1000 μg/L.

5.2 REAGENTES E INSUMOS CROMATOGRÁFICOS

Os padrões analíticos utilizados neste experimento foram obtidos da

Sigma-Aldrich e apresentaram pureza de: ATZ (CAS: 1912-24-9) 99,1%, DIA (CAS:

1007-28-9) 97,5% e DEA (CAS: 6190-65-4) 99,5%.

A acetonitrila utilizada como solvente foi de grau HPLC (99,9%, CAS:

75-05-8) adquirido da Sigma Aldrich.

A água ultrapura foi obtida através do sistema de purificação de água Elga

(Purelab Option – Q), com resistividade de 18,2 MΩ cm.

Os sais utilizados para o preparo de amostra foram de grau analítico. O

sulfato de magnésio anidro (MgSO4) (CAS: 7487-88-9) foi obtido da Êxodo

Científica, o cloreto de sódio (NaCl) (CAS: 7647-14-5) foi obtido da Dinâmica, C18

foi obtida da Sigma Aldrich, e o PSA foi obtido da Supelco .

Já os sais utilizados para o preparo do tampão fosfato-salino (PBS) foram

cloreto de sódio (NaCl) (CAS: 7647-14-5) foi obtido da Neon, cloreto de potássio

(KCl) (CAS: 7447-40-7) da Sigma Aldrich, fosfato monopotássico (KH2PO4) (CAS:

7778-77-0) Sigma Aldrich e fosfato dissódico (Na2HPO4) (CAS: 7558-79-4) da Sigma

Aldrich.

A solução dos padrões analíticos foram preparados, individualmente, na

concentração de 1000 mg/L em acetonitrila. Para tal, pesou-se 0,10 g de ATZ, DIA e

DEA e diluiu-se em balão volumétrico de 100 mL, sendo aferido o volume com

acetonitrila. A partir disso, as soluções de trabalho foram preparadas em conjunto e

realizadas a partir da diluição desta solução em água ultrapura para obterem-se as

soluções de ATZ, DIA e DEA a 500 e 1000 μg/L.
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A solução PBS tamponada foi preparada de forma concentrada:1,37 mol/L de

NaCl, 27 mmol/L de KCl, 100 mmol/L de Na2HPO4 e 18 mmol/L de KH2PO4. Deste

modo, pesou-se 17,80 g de Na2HPO4, 2,40 g de KH2PO4, 80,00 g de NaCl e 2,00 g

de KCl e dilui-se em proveta de 1000 mL, sendo aferido o volume com água

destilada autoclavada. Esta foi a solução estoque, a solução trabalho utilizada em

todo o procedimento foi feita a partir da diluição do PBS em água destilada

autoclavada na proporção de 1:10.

5.3 TRATAMENTO DOS EMBRIÕES

5.3.1 Modelo piloto, controles e tratamentos

O modelo piloto teve como finalidade aprender as técnicas iniciais do

protocolo a ser desenvolvido. Ocorreu seu aproveitamento máximo, prevendo quais

os possíveis comportamentos dos embriões frente aos primeiros testes.

O controle foi realizado injetando-se água destilada autoclavada no ovo para

simular as condições de volume do tratamento com atrazina. O processo consistiu

na incubação do ovo no dia 0 com água destilada, retirada do embrião no 7° dia e

congelamento dessa amostra até o estágio de preparo para análise cromatográfica.

Para o tratamento, utilizou-se este mesmo processo, contudo a solução de

ATZ 500 ou 1000 μg/L foi administrada no lugar de água destilada. A solução de 500

μg/L correspondeu ao tratamento 1, enquanto a solução de 1000 μg/L correspondeu

ao tratamento 2.

5.3.2 Incubação dia 0

No dia 0 de incubação foi realizada a injeção no modelo animal, seja o

controle (água) ou o tratamento (ATZ). O procedimento consistiu primeiramente na

limpeza superficial da casca do ovo com álcool 70% e verificação de rachaduras,

sendo que o ovo foi deixado na posição horizontal e marcado na parte superior para

sinalizar sua orientação espacial. A partir disso, os ovos foram pesados em balança

analítica (EVEN) individualmente, para que a injeção pudesse seguir a proporção de

1 μL/g de ovo. Considerando a massa dos ovos (41,37 - 65,52 g), esta proporção

variou de 41,37 a 65,52 μL/g.
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Em seguida, o experimento seguiu para a capela exaustora de gases

(Sppencer equipamentos), onde foi feito um furo pequeno na câmara de ar do ovo,

com auxílio de uma tesoura. Nesse local, de acordo com a proporção indicada,

pipetou-se água, solução de ATZ 500 μg/L ou solução de ATZ 1000 μg/L. Assim, os

ovos foram selados com cola quente e direcionados para a incubadora

(Chocadeiras Pantanal) na posição vertical, com câmara de ar para cima por 2

horas, sem agitação. Logo após, foram reposicionados na horizontal, onde a

incubação acontecia por 7 dias em rolagem automática. As condições de umidade e

temperatura foram constantes na incubadora durante todo o período, a temperatura

sendo de 37,5 ± 0,3°C.

5.3.3 Incubação dia 7

No dia 7 de incubação foi realizada a extração ou coleta dos embriões. O

início da coleta consistiu na retirada dos ovos da incubadora e posicioná-los na

horizontal, para atingirem temperatura ambiente. Um pano umedecido foi colocado

sobre os ovos para evitar desidratação. Os ovos foram coletados um a um para

serem secos, cobertos por uma fita isolante transparente e levados para capela

exaustora de gases.

Na sequência, o procedimento contou com um novo furo na região da câmara

de ar, e, com seringa, foi retirada uma quantidade de 5 mL de líquido interno para

diminuir o volume do ovo e afastar o embrião da casca. Dessa forma, com a tesoura

e o ovo posicionado na horizontal, uma janela foi aberta no topo do ovo para expor o

embrião, que a primeiro momento foi analisado para mortalidade. Ovos não

fertilizados foram desconsiderados das análises.

O passo seguinte foi a coleta do embrião. Com tesoura e colher, separou-se

o embrião dos vasos sanguíneos e transferiu-se para uma placa de petri contendo

PBS. Essa placa foi transferida para ser analisada em lupa (Zeiss), onde além de se

verificar as malformações, também foi retirado as membranas extraembrionárias.

Por fim, ainda em lupa, foi realizado o estadiamento do embrião segundo

Hamburger e Hamilton (1951) e novamente a pesagem em balança analítica. A

cada grupo de 12 ovos, os embriões presentes foram coletados em tubos falcon de

50 mL e armazenados em freezer a -20°C.
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5.4 ANÁLISE DA ATRAZINA EM EMBRIÕES

5.4.1 Preparo de amostra

O preparo das amostras de embriões seguiu a metodologia QuEChERS

adaptada de Anastassiades et al. (2003). Os tubos falcon contendo os embriões

foram retirados do freezer e ambientados para atingirem uma temperatura local.

Seus volumes foram dependentes do número de coletas de embriões nos 12 ovos,

variando de 8 a 12 indivíduos e, aproximadamente, 10 a 15 mL. A partir disso, os

embriões foram homogeneizados em 10 mL de acetonitrila e triturados no ultra

turrax (IKA ®) por 40 segundos.

Na seguinte etapa, denominada de salt out, ou extração sólido-líquido (SPE),

adicionou-se 4,00 g de sulfato de magnésio (MgSO4) anidro e 1,00 g de cloreto de

sódio (NaCl) no tubo falcon contendo as amostras, que imediatamente foram

levados a vórtex (Phoenix Luferco) por 1 minuto e direcionados à centrífuga (Hettich

Zentrifugen), por 15 minutos em 4.000 RPMs.

A etapa seguinte foi a de extração líquido-líquido (LLE), em que 2000 μL da

fase orgânica geradas pela decantação foi transferida para um tubo falcon novo de

15 mL contendo 300 mg de sulfato de magnésio (MgSO4) anidro, 100 mg de C18 e

50 mg de PSA. O tubo de ensaio novamente foi submetido a vórtex e centrifugado

nas mesmas condições descritas na SPE.

A etapa final foi coletar 1000 μL da fase líquida gerada pela decantação e

transferir para um vial de 5 mL. A solução contendo atrazina foi filtrada em filtro

PTFE hidrofílico de membrana 0,22 μm. Os vials contendo as amostras foram

mantidos em freezer (-20°C) até o momento da injeção no aparelho, onde ocorreu a

análise cromatográfica.

O método QuEChERS também foi aplicado na construção da curva analítica

em água ultrapura. A metodologia se conduziu da mesma forma, porém no lugar

dos embriões, foram adicionadas 5 mL de concentrações variáveis e crescentes de

ATZ, DIA e DEA diluídas em água ultrapura.
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5.4.2 Validação analítica

Para a validação analítica, os parâmetros avaliados foram: linearidade,

resíduos, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ) e precisão

(repetibilidade e precisão intermediária) (Ribeiro et al., 2008; INMETRO, 2020).

Foram preparadas soluções de ATZ, DIA e DEA nas concentrações de 0, 25,

50, 75, 100, 150, 250 e 300 μg/L. Essas soluções foram preparadas através da

diluição de 125, 250, 375, 500, 750, 1250 e 1500 μL, respectivamente, das soluções

de ATZ, DIA e DEA (1000 μg/L) em água ultrapura em um balão volumétrico de 5

mL. As curvas analíticas foram preparadas em triplicata.

A linearidade foi estabelecida através da planilha do Ribeiro et al. (2008), que

realiza o teste linear através da comparação dos resíduos do ajuste linear e do

ajuste quadrático, utilizando-se de um teste-F de significância. Também foi avaliada

segundo o coeficiente de determinação (R2) pelo Excel Microsoft.

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) foram calculados

através do método simplificado nas Equações (1) e (2), segundo o INMETRO.

(1)𝐿𝐷 =  3, 3 𝑠 / 𝑏

(2)𝐿𝑄 =  10 𝑠 / 𝑏

s = desvio padrão da resposta do branco, e, quando o branco não gera sinal,

pode-se adotar o valor do desvio padrão do menor nível da curva analítica.

b = inclinação (coeficiente angular) da curva analítica.

A precisão foi estimada a partir do desvio padrão relativo (DPR) para análises

de amostras contendo as mesmas quantidades das concentrações deferidas,

referente à planilha de Ribeiro et al. (2008). Dessa forma, foram avaliadas através

do preparo de triplicatas independentes em níveis baixo, médio, e altos, cujas

concentrações foram 25, 100 e 300 μg/L para ATZ e DEA, e 50, 150 e 300 μg/L para

DIA.
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5.4.3 Condições Cromatográficas

As amostras foram avaliadas por cromatografia líquida de alta pressão

(HPLC) (Thermo Fisher Scientific), com bomba (LGP-3400SD), injetor (WSP-3000),

detector de arranjo de diodos (DAD 3000), coluna de fase reversa ACE 5 C18 (250 x

4,6 mm – 5 µm) e coluna guarda de mesma fase. As condições cromatográficas

seguiram a metodologia adaptada de Gabardo et al. (2021) e podem ser

graficamente visualizadas na Figura 3.

Dessa forma, a vazão da condição ficou estabelecida em 0,40 mL/min, a

temperatura da coluna configurada a 25 °C e o volume de injeção ajustado para 20

µL. Na sequência, para fase móvel, utilizou-se acetonitrila e água, em proporção de

20% até 90% de acetonitrila nos primeiros 15 minutos, quando permaneceu

contínua por 10 minutos. Após o período, a condição cromatográfica retornou a 20%

de acetonitrila em 5 minutos, e permaneceu dessa forma por 2 minutos até iniciar

uma nova corrida. Em decorrência do processo, cada corrida cromatográfica

possuiu duração de 32 minutos, cujos cromatogramas obtiveram-se através do

software Cromelion VR 7.2.

Figura 3. Gradiente da fase móvel durante a corrida cromatográfica. Eluição por gradiente

ACN:Água, vazão 0,4 mL/min, volume de injeção 20 μL (Fonte: Autoria própria).
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 VALIDAÇÃO METODOLÓGICA

A atrazina gera uma grande quantidade de metabólitos (Burken & Schonoor,

1997), porém as primeiras vias de degradação bióticas são responsáveis pelos

primeiros e principais metabólitos, DIA e DEA (Meyer & Elsner, 2013), o que indica

metabolização da atrazina por parte do indivíduo. Sendo assim, para a

determinação da ATZ e dos seus metabólitos primários, DIA e DEA, utilizou-se

como fonte primária de informações os trabalhos anteriores do laboratório

abrangendo os mesmos compostos (Gabardo et al., 2021).

Dessa forma, o comportamento das moléculas foram visualizados no

comprimento de onda (λ) equivalente a 221 nm. Os tempos de retenção podem ser

observados a partir da Tabela 2 e os cromatogramas da Figura 4. A visualização

próxima dessa faixa de comprimento de onda já havia sido observada em outros

trabalhos, garantindo a confiança de que os picos gerados eram equivalentes aos

referidos compostos (Steinheimer, 1993; Arnold et al., 1995; Prukjareonchook et al.,

2022).

Tabela 2 - Tempos de retenção da ATZ, DIA e DEA.

Composto ATZ DIA DEA

Tempo de
retenção (min)

19,73 13,09 15,08

Fonte: Autoria própria.
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Figura 4. Cromatograma do comportamento da ATZ, DIA e DEA em solução de 300 μg/L, após o

método QuEChERS. Eluição por gradiente ACN:Água, vazão 0,4 mL/min, volume de injeção 20 μL

(λ=221 nm) (Fonte: Autoria própria).

As curvas analíticas para a ATZ, DIA e DEA podem ser observadas na Figura

5, com faixas de concentrações para a construção das curvas que variaram entre 25

e 300 μg/L. Os coeficientes de correlação obtidos foram acima de 0,99 como é

indicado pela ANVISA (Brasil, 2017) e apresentou linearidade a 95% (Tabela 3). O

coeficiente de determinação (R2) é uma medida utilizada para indicar que duas

variáveis são diretamente proporcionais, ou seja, enquanto uma medida aumenta a

outra também aumenta. Isso significa que quando o R2 é próximo a 1, a equação da

reta gerada pelo coeficiente de regressão fornece um valor proporcional à

concentração real do analito contido dentro da amostra.
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Figura 5. Curva analítica da ATZ (A), DIA (B) E DEA (C) em água ultrapura. Os pontos de

concentração das curvas são 25, 50, 75, 100, 150, 250 e 300 μg/L (Fonte: Autoria própria).
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Tabela 3 - Parâmetros de validação analítica do método de análise de ATZ, DIA e

DEA utilizando Quechers e HPLC-DAD (n=3).

Parâmetros ATZ DIA DEA

Comprimento de
onda (λ) (nm)

221 221 221

Equação da reta y=0,00312x+0,107 y=0,00087x-0,0183 y=0,00289x-0,0382

Coeficiente de
determinação
(R2)

0,997 0,991 0,999

LD (μg/L) 5,60 11,75 7,42

LQ (μg/L) 16,98 35,63 22,49
Fonte: Autoria própria.

Apesar da escassez de trabalhos na literatura envolvendo a metodologia

HPLC-DAD em embriões de galinha, Souza et al. (2013) obtiveram LD de 0,015

μg/g e LQ 0,050 μg/g, considerando equivalencia a μg/mL, na análise de ATZ

através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) em

ovos de galinha liofilizados. Outro trabalho envolvendo o HPLC-DAD acoplado a

matriz de dispersão em fase sólida (MSPD) indicou LD de 0,7 ng/g e LQ de 2 ng/g

na determinação de atrazina em matriz vegetal. Frente a esses dados, os valores

encontrados neste trabalho são considerados elevados, principalmente porque a

legislação brasileira não permite valores maiores que 2 μg/L, indicando necessidade

de aprimoramento de sensibilidade do método.

Na Figura 6 é possível observar gráficos de dispersão dos resíduos, que

também têm caráter de homocedasticidade. Para realizar um modelo de regressão

eficaz, os resíduos devem exibir uma variância constante à medida que os valores

preditos aumentam. Dessa forma, a dispersão dos resíduos ao longo do eixo y

desses gráficos não demonstra mudanças significativas conforme os valores. Sendo

assim, indica que o modelo está capturando de maneira consistente a variabilidade

dos dados em diferentes níveis da variável independente, fortalecendo as

inferências e previsões do modelo.
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Figura 6. Gráficos de dispersão de resíduos de ATZ (A), DIA (B) e DEA (C) (Fonte: Autoria própria).
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Os valores de repetibilidade e precisão intermediária podem ser observados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Repetibilidade e precisão intermediária para os analitos ATZ, DIA e DEA

através de HPLC-DAD (n=3).

Analitos Concentração de
Referência

Repetibilidade de
(DPR %)*

Precisão
intermediária de

(DPR%)

Mínima (25 μg/L) 6,15 6,15

ATZ Média (100 μg/L) 3,74 3,74

Alta (300 μg/L) 1,55 1,55

Mínima (50 μg/L) 13,17 13,17

DIA Média (150 μg/L) 10,73 10,73

Alta (300 μg/L) 6,17 6,17

Mínima (25 μg/L) 18,43 18,43

DEA Média (100 μg/L) 11,02 11,02

Alta (300 μg/L) 2,56 2,56
Fonte: Autoria própria. *DPR = desvio padrão relativo.

Considerando os critérios de aceitação para repetibilidade da AOAC para fins

comparativos (AOAC, 2023), os resultados envolvendo concentrações da faixa 25

ou 50 ppb (µg/kg) não devem ultrapassar valor de 21% de DPR, enquanto as faixas

de 100, 150 e 300 ppb (µg/kg) não ultrapassaram 30%, garantindo veracidade da

repetibilidade do método baseado em uma fonte oficial de legislação internacional.

6.2 ANÁLISE DOS EMBRIÕES

Alimentos orgânicos são alternativas mais saudáveis para consumidores que

buscam diminuir a absorção de agrotóxicos em sua alimentação, sendo o ovo um

dos produtos visados neste contexto (Anderson, 2009; Guney & Giraldo, 2019).

Dessa forma, os ovos orgânicos tornam-se cada vez mais populares devido à
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característica como produção local, alta qualidade, melhor sabor e mais saudáveis,

visto a ausência de contaminantes nas regiões onde são produzidos (Anderson,

2009; Mesas et al., 2022). Sendo assim, a utilização de ovos orgânicos neste estudo

é justificada pela facilidade de obtenção, pelo baixo custo, e também pela

perspectiva de que não apresentam contaminação ambiental de nenhum tipo de

agrotóxico, como a atrazina.

Durante toda a amostragem, apenas um ovo estava rachado e foi descartado

antes da injeção, portanto, realizaram-se um total de 143 (n=143) injeções nos ovos

de galinha em três grupos distintos: controle, tratados com ATZ 500 μg/L

(tratamento 1) e tratados com ATZ 1000 μg/L (tratamento 2). Os tipos e quantidades

de injeções podem ser visualizadas de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5 - Tipos de injeção e total de amostras resultantes do dia 0 de incubação.

Tipo de Injeção Número de amostras

Água destilada 72 ovos

Atrazina 500 μg/L 48 ovos

Atrazina 1000 μg/L 23 ovos*

Total = 143 ovos

Fonte: Autoria própria. *Um ovo desse grupo estava rachado, portanto foi descartado.

O primeiro grupo do experimento foi intitulado como modelo piloto, em que

injetou-se água destilada em uma dúzia (n=12) de ovos de galinha. Neste grupo,

apenas a metade (n=6) dos embriões estavam vivos, pois 4 estavam inférteis e 2

estavam mortos, sendo que um apresentava hemorragia e múltiplas malformações

(membros e caudal).

Esse primeiro modelo foi obtido no mês de julho de 2023, onde as

temperaturas mínimas da cidade de Foz do Iguaçu chegaram a 4°C. Essa

informação é relevante pois a temperatura do ambiente possui relação direta com o

desenvolvimento embrionário de Gallus gallus (Shim & Pesti, 2011; Noiva et al.,

2014). Primeiramente, mudanças significativas na temperatura perturbam a

homeostase das galinhas, que buscam regular o metabolismo para balancear a
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perda energética gasta em manter a homeostase (Melo et al., 2016). Segundo a

literatura, temperaturas abaixo de 6°C afetam diretamente a produção de ovos de

galinhas poedeiras, sendo este fato relacionado com a diminuição em níveis de

diversos minerais e hormônios, além da diminuição da taxa de conversão alimentar

(Kucuk et al., 2003). Diante desses fatos, é possível afirmar que a temperatura é

uma variável ambiental que afeta a mortalidade dos embriões durante o

desenvolvimento embrionário (Noiva et al., 2014). Para além disso, é possível

levantar a hipótese de que a taxa de infertilidade também seja relacionada ao frio,

uma vez que, em baixas temperaturas, diversos pontos cruciais na deposição de

ovos pelas galinha são afetados.

Com estes ensaios realizado com o grupo piloto foi possível aprender as

noções iniciais sobre a fisiologia dos embriões, como detecção de mortalidade,

reconhecimento de malformações e verificação do tempo de estagiamento; e para

familiaridade com os métodos em si, tanto na manipulação do embrião in ovo

(Figura 7), quanto em testes das condições modificadas do método QuEChERS.

É importante ressaltar que o modelo piloto foi de suma importância para a

continuação de toda a metodologia, uma vez que apesar do método QuEChERS já

ter sido realizada em ovos de galinha (Yingjie et al., 2014; Corrias et al., 2021), a

metodologia ainda não havia sido testada diretamente em embriões segundo a

literatura consultada. Isso implicou, por exemplo, na não adição de água durante a

fase inicial de homogeneização da amostra, visto que a matriz já é extremamente

aquosa, portanto a adição de água se tornou dispensável. Essa é uma característica

desejável no preparo de amostra através do QuEChERS, uma vez que a água

nesse processo é necessária para a partição das moléculas de pesticidas para a

fase orgânica durante o processo de salt out (Perestrelo et al., 2019). Em

contrapartida, a água afeta a eficácia do processo ao solubilizar os agrotóxicos que

possuem propriedades de alta solubilidade em água, como é o caso da ATZ,

interferindo na recuperação do analito.
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Figura 7. Manipulação dos embriões in ovo até o momento da coleta. Os embriões que estão nos

suportes vitais (A) são removidos, limpos e visualizados em lupa (B) para, enfim, serem coletados em

tubos falcon, num total de 8 a 12 embriões (C) (Fonte: Autoria própria).

No tratamento 1 ocorreram os testes iniciais de quantificação de ATZ, DIA e

DEA. Neste grupo, as injeções somaram 4 dúzias (n=48) contendo água destilada e

4 dúzias (n=48) contendo ATZ 500 μg/L, todos na frequência de uma dúzia controle

para uma dúzia tratamento. Essa concentração foi escolhida a partir de trabalhos

anteriores no laboratório, em que utilizaram como concentração máxima 500 μg/L

de glifosato (GLY) e 2 μg/L de ATZ (Fischer et al., 2021) para análise de efeitos em

embriões.

Os dados de mortalidade estão sintetizados na Tabela 6. É importante

ressaltar que os testes cromatográficos foram realizados com uma quantidade

menor de embriões em relação à amostragem inicial da incubação no dia 0. Isso se

deve ao simples fato de que alguns ovos não continham embriões presentes, seja

por morte precoce do embrião (Figura 8A), seja por indicativo de infertilidade (Figura

8B). Sendo assim, os testes cromatográficos ocorreram nas amostras onde se

tinham embriões vivos ou mortos, porém presentes, no momento da coleta.

Com isso, a mortalidade difere em apenas 2 ovos no grupo controle e

tratamento 1, mostrando que essa concentração não foi capaz de alterar

significativamente a sobrevivência dos embriões. Porém, destaca-se o fato de que o

grupo submetido ao tratamento 1 teve uma leve taxa de infertilidade maior do que o

grupo controle. Novamente, houve uma queda de temperatura no mês de agosto em

Foz do Iguaçu (mínimas de 7°C), que durou cerca de 10 dias, e isso pode ter

relação direta com o aumento das infertilidades.
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Sob outro viés, os dados de anomalias no grupo controle revelam: 12 casos

de hemorragia, presente em todos os embriões mortos e 5 em vivos; um caso de

malformação de membros em um dos embriões mortos; e um caso de malformação

múltipla de olho e encéfalo em um único embrião, também morto. Por outro lado, o

grupo sob o tratamento 1 demonstrou: 10 casos de hemorragias, 3 seguidos de

malformações cefálicas; uma malformação nos membros e uma malformação no

tronco, sendo que o único embrião morto estava com malformação nos membros e

hemorragia no momento da coleta.

Apesar do relato de maiores malformações no grupo ATZ em comparação ao

grupo controle, ainda não é possível afirmar que esse composto foi a causa do

aumento de malformações, devido a causas variáveis e não completamente

compreendidas. Além disso, a alta taxa de hemorragia nos dois grupos pode estar

mais relacionada com a manipulação dos embriões in ovo do que com defeitos

durante o desenvolvimento embrionário, pois os embriões são extremamente

delicados e molengas, necessitando de cuidado especial na coleta que nem sempre

evitava alguma danificação do organismo. De toda forma, os dados obtidos foram

bastantes similares com os resultados de Fischer et al. (2021), pois nesta

concentração o GLY concentrado em sinergia com a ATZ em baixa concentração

não demonstraram relevância estatística suficiente para associar os efeitos nos

embriões com os agrotóxicos.
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Tabela 6 - Dados de coleta dos embriões no dia 7 de incubação para o tratamento 1

utilizando testes para 500 μg/L de atrazina.

Tipo de
injeção

Embrião no
momento da coleta

Tipos de
malformações
observadas

Número de
amostras

Vivo Olhos, Cefálica e

Hemorragia

26 ovos

Morto com embrião Membros e

Hemorragia

7 ovos

Água

Destilada

Fecundado porém

não desenvolvido

Sem malformações 5 ovos

Ovo infértil Sem malformações 10 ovos

Total = 48 ovos

Vivo Membros, Tronco,

Cefálica e Hemorragia

28 ovos

Morto com embrião Membros e

Hemorragia

1 ovo

Atrazina

500 μg/L

Fecundado porém

não desenvolvido

Sem malformações 5 ovos

Ovo infértil Sem malformações 14 ovos

Total = 48 ovos

Fonte: Autoria própria.
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Figura 8. Ovo com faixa de sangue, cujo embrião está morto sem causa definida (A). Ovo com sinal

de infertilidade (B) (Fonte: Autoria própria).

A Figura 9 apresenta os resultados das corridas cromatográficas dos grupos

controle (Figura 9A) e provenientes do tratamento 1 (Figura 9B). Segundo a análise

do cromatograma dos grupos tratados, não foi possível observar a presença de

nenhum pico definido nos tempos de retenção estabelecidos para nenhum dos

metabólitos, como observado anteriormente na Figura 4. Além disso, a comparação

dos cromatogramas do grupo tratado com o grupo controle também não revelou

diferenças significativas entre os ruídos observados em nenhum dos compostos.

A hipótese principal foi de que os embriões não seriam capazes de absorver

a atrazina na referida concentração, portanto uma dosagem mais concentrada se

tornou a alternativa principal para o prosseguimento de novos testes.

Figura 9. Cromatograma do grupo controle (A) x grupo submetido ao tratamento 1 com ATZ a 500

μg/L (B) (Fonte: Autoria própria).

O tratamento 2 marca os testes finais de quantificação da ATZ, e seus

metabólitos, na concentração de ATZ 1000 μg/L. Na amostragem deste grupo,
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somaram-se injeções de 1 dúzia (n=12) com água destilada e 2 dúzias (n=23) com

ATZ 1000 μg/L. Dito isso, como a frequência de amostras foi diferente no controle e

no tratamento 2, optou-se utilizar as porcentagens das mortalidades em relação ao

total de cada grupo como via de comparação.

Os dados da mortalidade dos embriões e das taxas de malformações,

referentes ao tratamento 2, estão resumidos na Tabela 7. É interessante notar que

no grupo controle não houve nenhuma malformações, enquanto no grupo tratado

apenas um embrião continha malformação, a cefálica. Inclusive, o único embrião

presente, porém morto, do grupo submetido ao tratamento 2, não apresentava

sinais de hemorragia nem malformação. Assim, ainda no grupo tratado, houveram 3

casos de hemorragia em embriões vivos, o que está intimamente relacionado com o

aprimoramento da manipulação dos embriões in ovo, corroborando com a hipótese

apresentada para o grande número de hemorragias mencionado anteriormente.

Portanto, a conclusão é de que uma única malformação não pode estar diretamente

relacionada com os efeitos tóxicos da atrazina sobre o desenvolvimento

embrionário. A mortalidade também não pode ser atribuída à atrazina, uma vez que

a porcentagem de óbitos no grupo controle foi maior que no grupo submetido ao

tratamento 2, equivalente a 33% e 27%, respectivamente.
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Tabela 7 - Dados de coleta dos embriões no dia 7 de incubação para o tratamento 2

utilizando testes de 1000 μg/L de atrazina.

Tipo de
injeção

Embrião no
momento da coleta

Tipos de
malformações
observadas

Número de
amostras

Vivo Sem malformações 8 ovos

Morto com embrião Sem malformações 0 ovos

Água

Destilada

Fecundado porém

não desenvolvido

Sem malformações 1 ovo

Ovo infértil Sem malformações 3 ovos

Total = 12 ovos

Vivo Cefálica e Hemorragia 18 ovos

Morto com embrião Sem malformação 1 ovo

Atrazina

1000 μg/L

Fecundado porém

não desenvolvido

Sem malformações 1 ovo

Ovo infértil Sem malformações 3 ovos

Total = 23 ovos

Fonte: Autoria própria.

A Figura 10 apresenta os resultados das corridas cromatográficas dos grupos

controle (Figura 10A) e provenientes do tratamento 2 (Figura 10B). Como é possível

observar, novamente picos não foram formados no tempo de retenção estabelecido

e também não houve diferença significativa na comparação entre os modelos de

embriões tratados com o grupo controle, indicando a ausência da ATZ e de seus

metabólitos nas amostras.
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Figura 10. Cromatogramas dos grupos controle (A) x grupos sob o tratamento 2 com ATZ a 1000

μg/L (B) (Fonte: Autoria própria).

Em síntese, não foi possível afirmar que os embriões absorveram ATZ em

seus tecidos, e nem que houve uma via de metabolização primária para gerar os

resíduos DIA e DEA. Em decorrência, também não foi possível estabelecer uma

relação de bioacumulação nos embriões. As explicações para tal não puderam ser

estabelecidas, entretanto a utilização de duas concentrações diferentes, além da

validação analítica, aumentam a confiabilidade das análises estabelecidas através

deste protocolo desenvolvido.

Existem diversos motivos pelos quais os organismos não indicaram absorção

de ATZ. A injeção na câmara de ar para atingir o embrião tem como objetivo simular

o funcionamento de uma placenta, de forma que uma barreira física impeça a

passagem de elementos tóxicos para o embrião, e esse fato pode ter contribuído

para uma absorção limitada da ATZ. O mecanismo de metabolização e excreção do

embrião também pode ser suficiente para absorver e logo eliminar a concentração

do químico. A ATZ também pode se ligar a alvos específicos dentro do organismo,

como proteínas ou outras moléculas orgânicas, dificultando a extração dos analitos

durante o preparo de amostras ou interferindo a análise durante a corrida

cromatográfica, visto que os gráficos das amostras contém picos que podem

significar tanto os solventes da corrida quanto algum interferente do processo. O

tempo de exposição durante a incubação pode não ter sido suficiente para que o

embrião comece a absorver o composto. A concentração administrada pode ainda

não ser suficiente para bioacumulação, sendo possível realizar testes ainda mais

extrapolados para encontrar algum resquício de bioacumulação da ATZ pelo

embrião. Por fim, o limite de detecção pode estar acima do valor de concentração

que está contido dentro do embrião, portanto aparelhos mais sensíveis podem ser
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utilizados como novos testes de verificação de bioacumulação da ATZ, como por

exemplo a cromatografia gasosa para tentar verificar a concentração do agrotóxico,

visto que o mesmo apresenta um comportamento volátil.

Para encerrar, é importante ressaltar que esse é um resultado positivo do

ponto de vista ambiental, uma vez que o estudo comprova que, mesmo em uma

concentração 500x maior do que a concentração permitida em legislação para

águas potáveis, a ATZ não foi capaz de se bioacumular nos tecidos dos embriões.

Portanto, mesmo que seja um contaminante presente em diversos relatos

ecossistêmicos, um maior esclarecimento sobre a sua atuação e perigos reais pode

ser propagada, focando atenção dos pesquisadores em outros possíveis efeitos da

ATZ para a saúde, e também em outras classes de agrotóxicos que ainda possuem

informações muito limitadas, e que continuam sendo utilizados em massa no Brasil.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Diante do exposto trabalho, não foi possível detectar os analitos atrazina, DIA

e DEA em nenhum dos grupos tratados, e em nenhuma das concentrações

administradas. Isso se deve a uma grande gama de possibilidades, desde a

concentração ainda ser baixa para o efeito de bioacumulação, até simplesmente a

possibilidade dos embriões de galinha não bioacumularem a atrazina. Dessa forma,

esse estudo conseguiu fornecer evidências de que a concentração regida por

legislação não apresenta riscos para bioacumulação em aves.

Com a validação metodológica consolidada, trabalhos futuros podem abordar

diferentes técnicas e testes para verificar a presença de atrazina em embriões de

Gallus gallus. O primeiro teste sugerido é verificar se não houve retenção da

atrazina no ovo, e, caso se assim determinado, quais os mecanismos de proteção

que atuam na capacidade de impedir uma intoxicação embrionária por parte dos

constituintes do ovo. Outro possível teste seria a verificação das amostras por

cromatografia GC, uma vez que a volatilidade dos analitos pode ser detectada com

maior sensibilidade no aparelho.

Por fim, este trabalho corrobora trabalhos anteriores para verificação de

agrotóxicos em embriões de aves. As informações sobre intoxicações animais na

fase de desenvolvimento embrionário são escassas, sendo necessários cada vez

mais trabalhos que garantam a segurança dos químicos presentes na natureza e

que apontem quais possíveis riscos esses animais estão expostos.
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