Informagoes complementares

Eu, Leticia Margarete de Moliner, informo, para os devidos fins, que apresento
abaixo os documentos comprobatorios organizados com o objetivo de demonstrar
minha capacidade técnica obrigatéria nas areas exigidas para a Vaga 13,

notadamente em quimica analitica quantitativa e atividades laboratoriais cientificas.

1. Histdrico e Diploma de Graduagdo em Engenharia Ambiental e Sanitaria
Curso com disciplinas voltadas a quimica ambiental, tratamento de agua e

analises laboratoriais.

2. Emendas de disciplinas da graduagéao

Disciplinas relacionadas a quimica analitica quantitativa e instrumental, tais
como: quimica geral, laboratorio de quimica, quimica organica, quimica tecnoldgica e
qualidade das aguas. As emendas demonstram conteudo tedrico e pratico alinhado a

vaga.

3. Histdrico e Diploma do Mestrado em Ciéncias Ambientais (UDESC)
Dissertacdo com énfase em toxicologia ambiental e biomarcadores
enzimaticos, envolvendo: preparagcdo de amostras; analises fisico-quimicas e

enzimaticas; e uso de técnicas laboratoriais e instrumentais.

4. Copia da Dissertagao de Mestrado

Titulo: efeito téxico dos inseticidas fipronil e clorpirifés em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

Descreve em detalhes as metodologias laboratoriais utilizadas, incluindo

analises bioquimicas com uso de espectrofotometria e outras técnicas quantitativas.
5. Comprovante de participagao em projeto de pesquisa (Bolsista FUMDES/UNIEDU)
Atuacdo pratica em laboratério durante o mestrado, com foco no

desenvolvimento de métodos e execucdo de analises ambientais.

6. Atuacao profissional no Ministério Publico de Santa Catarina



Exercicio de atividades técnico-cientificas como: elaboracdo de minutas em
processos judiciais e extrajudiciais relacionados a area ambiental; analise de dados

ambientais; e avaliagdes técnicas com base em legislagéo e evidéncias cientificas.

7. Curso de Excel (Planilha Eletronica)
Certificado de participagao no curso de Excel, que comprova o conhecimento

basico exigido em planilhas eletrbnicas.
Era o que tinha a informar.

Bocaina do Sul/SC, 14 de julho de 2025.

Documento assinado digitalmente

Data: 14/07/2025 21:4%:42-0300

Rr b LETICIA MARGARETE DE MOLINER
gou
Verifique em https://validar.iti, gov.br




44,4 pontos

l-a =

100y
Amﬁﬁ# Byugou _:Lom.,.u
'0Z0Z ©p olew ap 9z ‘sabe <
‘sieba|

seanebouaid e sojslip so sopo) ap Jezob essod enb ap wi e ‘YINO1dIQ 8jusesaid o ay-ebiojno o

elie|iSelg apepi|eucioeu ap ‘euueje) Ejues ap |einjeN
1661/p0/L1 we (e)opioseN
DS/dSS - 988°€£9°G @pephuap! ap BNpaD

AINITTON 3A F1IFAVOUVI VIOILT

E ‘elejiues 3 [ejuaiquiy eueyuabug
Wwe ejaieydeg op O[ny}) O 8IBJU0D ‘0Z0Z ep |Uqe ep /| we nesb ep oedejoo B 8 §L0Z Op OIquiazep
ep £] W8 eBuUB)UES @ |ejusiquy eueyuabug ep 0SIND Op OBSN|OUOD B BJSIA W8 opus) @ saodinguie
sens ep osn ou ‘I SIADVLINN - }SOAOES OLEB)SIBAIUN 0fUSD Op HYOLIFY O

1S3AIVHINN

o i |



I-a = 44,4 pontos


e
Sl
T L siprupy ap wiopay-oug
| s
h i
\ N
-G

b
¢ woldi ap dnsiday ap s sparay )
\ . uadig sowafa

\

Y

0ZOT/SO/LT "SHAOV'T

‘9661 2P OIGUIDZIP P (T P ‘P6E'6 U [RI2PA] 19 BP 8F
ﬂm_.td O Wod opJooe Uﬂ- _.Eﬂ_x___.n-h@___lm ol OSS2004 .HW .ma._uﬁ.u
" €T 0aAI ou “TTZG o4 0 qos onsidal VIWO'1dIA

sewo[di(] ap opdipadx g 2 onsiSoy ap 10108
Omsuy ap BLONIY-0ld

6L-1000/1#T°809°F0 - [dND
VLT HOpRIjimy Ioyuag essoN Ogieonpd ap apepaioog
910T/01/¢1 2p
‘o' ouopeatgnd ‘9100 1/ET 2P 1911 ELELog vjad opelauapanay
LSTADVAINN

- ISTADVA ORIV LISHAAINN OINAD

61/L0/T1 W2 n'Q°g ou epeadijgnd
610T/L0/60 2P 6Z€ oU DFW/PURMOJ Bad OpIayuoday

Opujateyded - VIdV.LINYS
9 TVINTIFNY VIIVHNIDNT W 0pdenpein) ap osin)




centro universitario

unifacvest

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins e efeitos que o académico(a) LETICIA
MARGARETE DE MOLINER, portador(a) do CPF 093.123.069-10, esteve
devidamente matriculada nesta instituicdo de ensino no curso de ENGENHARIA
AMBIENTAL E SANITARIA no periodo de 2015/1 a 2019/2, tendo colado grau
dia 17/04/2020. Obteve o indice académico equivalente 4 8,88 (oito virgula
oitenta e oito).

Outrossim, informamos que o curso possui carga horaria total

correspondente & 3.900 hrs, tendo o académico cursado o total de 3.900 hrs.

Sendo o que tinhamos a declarar.

Atenciosamente,

Lages, 09 de Dezembro de 2020.

Avenida Marechal Floriano, 947, Centro — Lages — Santa Catarina — CEP 88503-190
www.unifacvest.net
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Discipiinas Nota AnciSem I
AP OGN ey o = o == T S 2015/1 , 1'
Professor. MARIA SALETE XAFRANSKI RODRIGUES Titulagso: Mestrado Y s P il !
PORTUGUES | 83 20151 | 44 | APROVADO |
Professor: RITA DE CASSIA BLEICHVEL Thulsgio: Doutorado el | R
CALCULO | 57 20151 | 44 | APROVADO | |
Professor: ARIANE ANDREOLA Titulagdo: Doutorado e 1 | | e ] |
SOCIOLOGIA | 7.7 20151 | 22 | APROVADO '
Professor: ANTONIO MARC_I‘.'JS_DA CUNHflTluliﬂu.‘ Mestrado S =i J | WY =} | |
QUIMICA GERAL | 78 20151 | 44 | APROVADO | .
Professor: TIAGO DA ROSA AUGUSTINHO Titulagdo: Mestrado i) I | I
PROGRAMAGAO COMPUTACIONAL | | @8 20151 44 | APROVADO |
{Profassor. NEYZA BIBIANA GUZMAN MERCADQ Thulaglo: Mestrado L L e e n ki | e L e et L s
METODOLOGIA CIENTIFICA TECNICA DA PESQUISA |10 | =015 | 22 | APROVADO | '
Professar; RICARDO LEONE MARTINS Titulagio: Mestrado EE = | | | | |
INTRODUGAD A ENGENHARIA E PROJETOS | 7 20151 | 44 | APROVADO |
Professor. JOSE CLAUDIO MACHADO Titulacdo: Graduacio - .
GEOMETRIA ANALITICA E ALGEBRA LINEAR 1 72 | 20151 | 44 | APROVADO |
Professor. LUCAS RAFAEL DE LIZ Thulacso: Mestrado b ] L

Professar LIBERATO DA GAMA MOR Titulagiio: Especiaiizacdo

DESENHO TECNICO 1 = - s -
Professor. ILDO MEDEIROS Titulagio: Graduagio

44 | APROVADO ‘

20151 |

{
FISICA | 4 85 | 20151 ‘« APROVADO | ’

Disciplinas Mota  Ano/Sem  CH gmg b !
m&mm&ﬁmmzm ; e 20152 | @ ;—;PRUW\DO | !
T e (BN I I ) B
mMﬁéﬂ%%ﬁw m;; <3 s 88 | 20182 44 | APROVADO |
T T R
ou LEERATG DA GAMA MOR Titulacdo: Especiaizacdo R 0052 | a4 | A\f'F&JVADO T :‘:}.
.mm"i"ﬁ m Doutorado | a5 "; 20152 | a4 ;?Fﬁovmc ] i\_

.
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TORIO DE QUIMICA | a7 201582 44  APROVADO
|P‘rdeuar MARIA BENTA CASSETARI RODRIGUES Titulacso: Doutorado. s = | . | |
(Fisica 1l 8BS 2015/2 44 | APROVADO
\Protessor: JOAD FRANCISCO FRANK GIL Tiulagdo: Mestrado — - = . |
ICALCULO i ' g 20152 44 | APROVADO
|Professor JOAQUIM RODRIGO DE OLIVEIRA Thulagio: Doutorado . | | _
IDESENHO TECNICO 2 B2 2015/2 4 | APROVADO |

CLEBEF! BUZUTI ‘m.-w;so Espa:la&haﬁo : kil e
v K e - .y —d ¥ . 3 3 . Y \ F
iz = s ﬁmzs.nia_iéa.-_‘m.ﬂ_'u‘_- SEPCSHET S =X ..u_'!.Jr-.'-.:. l-u;uﬁ%q:

'| Disciplinas Nota  Ano/Sem CH  Siaglo
[ESTATISTICAI - ’ = R ' 83 201811 | 44 | APROVADO
Professor: LIANA BERTAGNOLL| DA ROSA Thulacso: Doutorade N : i :
|RE$E+_EN'::H DE MATERIAIS 1 78 20161 44 | APROVADO
\Professor: JEFFERSON VIEITAS FRAGOSO TiulagSo: Mestrade | _
FLABQRATC:M DE QUIMICA Il 8.1 201801 44 | APROVADO
\Professor: CLEONICE GONGALVES DA ROSA Thulago: Doutorado = : E
Fisicam Nl o 88 20161 66 | APROVADO |
Professor. MONICA NASCIMENTO DA SILVA Tiulagéo: Especiaizagia AR el | | i bt —
FILOSOFIA | 97 201811 22 | APROVADO
Professor: RICARDO LEONE MARTINS Titulagdo: Mestrado S = | _ | |l
|LABORATORIO DE FISICA I | as 2016/1 | 44 | APROVADO
Professor: AILTON LEONEL BALDUINO JUNIOR Thulagéo: Mesrado = | [=5 | i
|EQUAGOES DIFERENCIAIS | 8 2016M 4  APROVADO
Professor. JORGE LUIZ STEFFEN Tiuiagio: Doutorade —= : - —— s |
CALCULD NUMERICO COMPUTACIONAL 8 201611 | 44 | APROVADO
Professor MARCIO JOSE SEMBAY Titulagdo: Doutorado e = o

[cALcuLo i I A ~ | 8 20161 | 88 | APROVADO
Professor: ARLINDO BAMPI FILHO Titulagdo: Mestrado _ e

Disciplinas Noa  AnoiSem  CH  Situagio Obs..

|
BBTE LIt = smam e e g e I it L
RESISTENCIA DE MATERIAIS 2 o7 | 20162 | 44 APROVADO | :
Professor. PETERSON FINKLER DE SOUZA Titulagdo: Especiaizacio i S | || ey ) :
METROLOGIA 8 | 20162 | 4  APROVADO
Professar: ALISSON RIBEIRO DE OLIVEIRA Titulagdo: Mestrado e s T e | L s -
FISICA WV a5 20162 | 66 | APROVADO |
Professor. MARCOS ROBERTO SCHEIN Titulagao: Mestrado dy = i R e i b T e
ESTATISTICA I B 20162 | 44 | APROVADO { |
Professor: LIBERATO DA GAMA MOR Titulagdo: Especializego e _ i _ Bt a] 128 |
EQUAGOES DIFERENCIAIS Il 83 20168/2 | 44 | APROVADO |
Professor JORGE LUIZ STEFFEN Tulagho: Doutorado SR e T A || T [ e |
ELETRICIDADE S 93 2018/2 | 44 | APROVADO | =
|Professor. FRANCIELI LIMA DE SA Titulagdo: Doutorado N e [P | : - e ]
£ GESTAO AMBIENTAL | &8 201602 44 | APROVADO :
Professor: ALEXANDRE ANTUNES RIBEIRO FILHO Tiulagdo: Dowtorade — RN g
CALCULO WV | 83 20162 | 88 | APROVADO : i
|

Professar: INﬂO BAMPI FILHO Titulagdo. Mestrado

Disciplinas Nota AnoiSem CH Situagao Obs:.

MICROBIOLOGIA | > @3 | 20171 | 44 | APROVADO |
Professor: LUCAS GONGALVES FERREIRA Thulagdo: Doutorado s A o LT T EraE S |
ETICA E LEGISLAGAQ 87 | 20172 44 | APROVADO
Professor: MERCEDES MARIA GEVAERD Titulagio: Mestrado f | J
NOGOES DE ADMINISTRAGAO | B 2018/1 44 | APROVADO
Professor. ANA PAULA SILVEIRA RAMOS Tiulagdo: Mestrado SN Sl : |
QUIMICA DRGANICA | [ es | 20171 44 | APROVADO | -
Professor JOAD FREDERICO MANGRICH DOS PASS0S Titulagio: Doutorado | | : | |
SEGURANGA DO TRABALHO | 82 | 20181 44 | APROVADO
Professor: FERNANDO MARCELINO Tilulagio: Mestrado e ! . ol |k | |
[LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA 95 201711 44 | APROVADO '
Professor: LUCAS GONGALVES FERREIRA Tihulagdo: Doutorado 4 i
FENOMENOS DE TRANSPORTE 1 | @8 201872 44 | APROVADO
Professor: CAETANO PALMA NETO Titulagao: Graduagio BRI - Ly | ‘
CONCEPGOES E CONTEUDOS DE LIBRAS 9 | 20182 22 | APROVADO
Professor. FABIANA CARBONERA MALINVERN| DE MELO Tiulagéo: Mestrado | |
EMPREENDEDORISMQ | 10 | 20182 22 | APROVADO
Professor: JOSE CORREIA GONGALVES Titulagdo: Doutorada ||
JUCAGAO EM DIREITOS HUMANOS [ o | 20172 22 | APROVADO
Professor. VIVIANE GRASSI Tiulagdo. Doutorado | | |
|EDUCAGAD, RELAGOES ETNICO-RACIAIS E HISTORIA AFRO-BRASILEIRA E INDIGENA | 83 | 20172 | 22 | APROVADO
Professor; VIVIANE GRASSI Tluhpla Doutorado |

MATERIAIS DE CONSTRUGAO [ ea | e [ag AP O
PMAFONSO LUIZ SANCHES ROCHA Titulagdo: Mestrado | “0"’“"“': i

| Professor: GWANM TOMASELLI GUESSER Titulagéo: Especializacéo i) : i 208701 "'L_ APROVADO L
| BT

s ; T b
TEORIA mmlnemms o 2017/ 44} APROVADO
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IMICA ORGANICA Il a5 2017/2 44  APROVADO
Professor. RODRIGO BOTAN Titulagdo; Doutorado
POLUIGAD A:;ENTAL s e ; - ; 87 201711 44 | APROVADO
Professor: ALEXANDRE ANTUNES RIBEIRO FILHO Tiulagdo: Doutorado —
MEGANICA DE SOLOS | 9 2018/2 44 | APROVAD
ml ::Ermo PALMA NETC Thulagso' Graduacio : - o T
Professor EIRA Tiiulagdo: Mestrado _
H!GTENE EHEEE:;;% ; 63 20171 a4 APROVADO
| BATISTA DOS ANJOS Titulagdo: Doutorado e i !
:ﬂuenouwerrﬁsmn: TRANSPORTE 2 R = 78 2017/1 44 | APROVADO
Pru&ucr ANA PhLILA COELHG GLAUBERG Titulagéo: Mulrnno ) S L . R ——
;. '-;. . -J ) | K- X Feixin
| Disclplinas Nota Ano/Sem CH Situagio Cbs:
QuUIMICA TECNOLOGICA ' 82 201712 44 | APROVADO
; SOUZA ; Mestrado = ! |
WWDMA;LN;“E‘%'DE s = 88 20172 | 44 APROVADO
| Professor LEANDRO DA CUNHA BAIA Titulagéa: Doutorado | | | |
P TERMDORAMIGA ) & = - & wasre g 83 2018/1 42 | APROVADO
Professor GABRIELA BORTOLIN MILAK Thulagdo: Mestrado e TSN . :
TOPOGRAFIA Il =g - s a7 2017/2 44 | APROVADO
Professor: GIOVANNI TOMASELLI GUESSER Titulacéo. Especializacio I
ORGAMENTO DE PROJETOS DE ENGENHARIA 93 2017/2 44 | APROVADO
|Professor. JOSE LEONARDO VERONEZ! Ttulagho: Mestrado L N " | | ]
'HDROLOGIA E IRRIGAGAO 83 2017/2 | 44 | APROVADO
'Pra'l’ulur CAETANO PALMA NETO Titulagéo: Graduagdo , | !
IGectoGia « [ 88 2017iz | 44 | APROVADO
|Professor. ADILSON LUZ DA SILVA Titulacso: Doutorado ) N et e e ) s :
ENERGIAS ALTERNATIVAS | ' 8.5 2017/1 | 44 APROVADO
Professor: FRANCIELI LIMA DE SA Titulago: Doutorado : :
ESTRUTURA DE CONCRETO | 87 201712 44  APROVADO

Professor: JOSE CLAUDIO MAI: Titulagdo: Graduacso

Disciplinas Mota  Ano/Sem  CH  Situacdo Obs:,
[ESTRUTURAS DE ACO E MADEIRA B e e A oA 2018 | 4% APROVADOD
| Professor: AFONSO LUIZ SANCHES ROCHA Titulagdo: Mestrado o : St | !
PROJETO DE REDE DE AGUA E ESGOTO 95 20181 88 | APROVADO |
Professor: ALDORI BATISTA DOS ANJOS Titulaglo: Doutorado Ep T el - st =i o =i o e ]
OPERAGOES UNITARIAS | - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA 83 201811 | 44  APROVADO |
Professor: TAMARA ZANETTE Titulagdo: Especializagio i ! ! | e nds
INSTALAGOES PREDIAIS HIDRAULICAS E SANITARIAS 87 201811 | 66 | APROVADO |
Professor. JORGE LUIZ STEFFEN Titulagdo: Doutorado e N e I O ol el |
'GESTAD DE RESIDUOS SOLIDOS ] 201811 44 | APROVADO |
| Professor: ALDOR| BATISTA DOS ANJOS Titulag8o: Doutorada = e e | |
ESTRUTURA DE CONCRETO || 8.2 2018/ 44 | APROVADO |
Professor: SAMUEL GARCIA SCHMULLER Titulagdo: Especialzagdo PR Ol =N | oSS e A T
DRENAGEM URBANA [" -8 | 44 | APROVADO

Professor: RODRIGO VIEIRA Tiulagdo: Mesirado

| Disciplinas

{ESTAGIO SUPERVISIONADO | - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA | 40 | 2012 | 150 | aPROVADD [
| Professor. ALDORI BATISTA DOS ANJOS Titulagao: Doutorado |

|
Professor ANDREIA REGINA MONTRESOL TELES Thulagdo: Mestrado |
|

IMPACTOS AMBIENTAIS E RECUPERAGAD DE AREAS DEGRADADAS [ 10 | zove2 | 44 | APROVADO |
OPERAGOES UNITARIAS || - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA = | 7B | zote2 | a4 | APROVADO |

Professor, NILVA REGINA ULIANA Titulagao: Doutorada o | '
QUALIDADE DAS AGUAS R R N Ve 79 | 20182 | 44 | AP S
Professor: RODRIGO VIEIRA Thulagao: Mestrado | ! l | FAZRSVARO i

TOPICOS ESPECIAIS | - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANTARIA — | 10 | =zo0e1 | 40 | OVADC

Professor. FRANCIELI LIMA DE SA Titulagée: Doutorado 2 | l R EEROVADO ]
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO | - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA e ] 20181 | 22 I |

i APROVADO |

Professor: ALDOR) BATISTA DOS Titulacdo:

Dixciplinas S > Nota  Ano/Sem  CH  Situaglio Obs:,
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO |l - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA =0 T
Professor ALDORI BATISTA DOS ANJOS Tilulag8o: Doutorado (M AR A4 ST APROVADO |
TOPICOS ESPECIAIS || - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA =T i e —1 |
Professor. ALDORI BATISTA DOS ANJOS Titulacéo: Doutorado 10| 20102 | 40 | APROVADO | '
PROJETO DE ESTACAQ DE TRATAMENTO DE AGUA E ESGOTO v —t e o b
Prafessor: ALDORI BATISTA DOS ANJOS Titulagso, Doutorado e 20142 | 68 |/APROVADO |
ESTAGIO SUPERVISIONADO |l - ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA i e T =]
Professor. ALDORI BATISTA DOS ANJOS Tulado, Doutorado e e | 150 | APROVADO.|

o= Bt == e . e A Ly e
e i e e : s H ; AN s
L“ ..:*. Y T RS, iy \\"\. 4—:’
MAT - Matriautado(a) ~ DNC-Disclpiina ndo cursada cugs Clraands: B = S = -
AE - Aproveitamento de Estudos  REP-Reprovado(s) Syt Lo e v HAOET

~ OPT- Disciplina Optativa/Eletiva
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[EVENTO PARAAS ENGENHARIAS

e

| ENGENHARIAS . . ;e

|EVENTO ENG CIVILAMB.e SAN/ PROD /ELET/ MECJ/ALIM. E QUIMICA - 10 & 11/10/2016

[EVENTO INTERDISCIPLINAR PARA AS ENGENRIAS ELET/ALUAMBPROD/CIVIL E GASTRONOMIA
,evemo INTERDISCIPLINAR PARA AS ENGENRIAS ELETPRODICIVIL/ MEC. E ARQ EURB.
{EVENTO INTERDISCIPLINAR PARA AS ENGENRIAS QUIM/ ALIM/ AMB. E SANIT/ GASTRONOMIA

|EVENTO PARA AS ENGENHARIAS CIVIUAMB. E SANIT /PRODUCAO/ELETRICAMECANICA/QUIMICA
|ENGENHAH1AS -
[EVENTO PARA AS ENGENHARIAS: CIVJAMB E SANJPROD. - 04 ¢ 05042016 SN
|EVENTOS DE ENGENHARIAS 21238 24/11/2016 ¢
EXTENSAO/ENGENHARIA DE AUMENTOS! PROJETO VISITA TECNICA CERVEJARIA AMBEV
[EXTENSAO/ENGENHARIAS - VISITA TECNICA VOSSKO o
{Semana Académica Interdisciplinar 16 e 17 de Agosto de 2018 SR ; e
Servigo Prestado a Justica Eleitoral ' ' Mo el e
fﬂﬁgo_s.p INTERNACIONAL DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
ENGENHARIAS z
ELEIGOES 2018 ' ' e S~
(VISITA TECNICA -USINA HIDRELETRICA ITAIPU | BINACIONAL-FOZ DO IGUAGU-PR-07/05/2018
I_AE_c . FUNDAMENTOS DA CONTABILIDADE

|AEC-1075CONHECENDOAISO 9001 - GESTAODERISCOS X :
rAEC'.: 1115 GEQ'GRAFLA ATU.&LID.&DES E NIVELJ\MEN"I‘O PﬁlRA O ENSIND SUPERIDR = lI

AEC 1121 MULTICUTURALISMO - IV

AEC - 1123 QUIMICA E FISICA NIVELAMENTO PARA O ENSINO SUPERIOR -

AEC - 1202 AVALIAGAQ NUTRICIONAL
AEC - 1208 - NR - INTRODUGAO A CIPA

\AEC - PORTUGUES DICAS P

CURSO E NIUELAMENTO PARA, 0 ENSIND SUPERiOR

AEC 1042 - Administragio de Condominios
AEC 1052 - Empreendedarismo IV e
\AEC 1053 - Introducio a Universidade

|AEC- 1214 MATEMATICA PRATICA E NIVELAMENTO PARA O ENSING SUPERIOR

FRTMDADE COMPLEMENTAR - EXTENSAQ / E ENGENMFIIA cwviL

| BIOMETRIA
|CONHECENDO A NR 18
'Sﬂ‘hTE COCA COLA PORTO ALEGRE/RS

T ——

Data de Iniclo & Fim
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CENTRO UNIVERSITARIO UNIFACVEST
ACADEMICA: LETICIA MARGARETE DE MOLINER
CURSO: ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

PLANO DE ENSINO

Fundamentos da teoria Propriedades dos atomos, Introdugéo as ligagbes quimicas,
Quantidades quimicas, Equactes quimicas e Estequiometria, Solugoes.

Pro tase d ql necessaria para nive tod um os !
mesmos conhecimentos, bem como preparé-los para as proximas disciplinas que virdo ao
decorrer do curso.

Tapicos presentes na ementa:

1- Fundamentos da Quimica Atomica: apresentar aos alunos os diferentes modelos atdmicos.
ate chegar ao modelo atémico atual. |
2- Propriedade dos Atomos: apresentar a existéncia de semelhanca eletronica e a distribuicio
eletronica através do diagrama de Linus Pauling.

3- Introducao as Ligagbes Quimicas: apresentago e diferenciagio entre as ligagbes
covalentes, ibnicas e metalicas.

4- Quantidades Quimicas: determinagio de massa molar, quantidade de mols e moléculas
contidas numa certa quantidade de matéria.

5- Equagdes Quimicas e Estequiometria: Apresentagao da Lei da Conservagao das Massas,
trazendo junto as definigdes de balanceamento e estequeometria. |
6- Solugbes: apresentar os diferentes tipos de solugdes, com as propriedades caracteristicas |

de cada uma.

Ao final do curso o aluno deve ter conhecimentos tedricos basicos necessarios para diferenciar
atomos e moléculas, apto a calcular quantidade de mols ou moléculas de qualquer massa de |
qualquer material existente, conhecer a diferenca basica entre os tipos de ligagao e reagdes |
quimicas. Ao final, deverdo estar aptos também a balancear e realizar os célculos
estequimatricos e diferenciar tipos de solugéo.

Aula de revisdo para prova |

Prova 1

Topicos 4.5e 6 |

Aula de revis&o para prova |
|

Prova 2

Recorrer a elementos da prépria realidade dos estudantes, assim como realizar estudo de !
casos, buscando uma unidade entre a teoria e a prética. |
Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos; trabalhos individuais e em
grupo; exibicao e discussao de videos; transparéncias; estudo e pesquisa em livros, textos,
artigos e Internet; dinamicas de grupo. Aulas praticas. exercicios; praticas laboratoriais:
trabalhos individuais e/ou em grupo; saidas a campo. Estas aulas serao executadas pelos
alunos com auxilio de roteiro, além de acompanhamento e orientagao do professor.
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ACADEMICA: LETICIA MARGARETE DE MOLINER
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7. CRITERIOS DE AVALIAG =iy et L e o S
O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e
dos resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As [
avaliagbes poderdo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa,
exercicios, relatorios de aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A
disciplina sera avaliada por meio de trés notas que compdem a média semestral, a saber-

As notas N1 e N2 referem-se a aferigdo das competéncias e habilidades parciais ou finais
adquiridas pelo aluno. A nota TR correspondera a média dos diversos trabalhos académicos,

de livre escolha do professor, realizadas ao longo do semestre.
A frequéncia minima exigida é de 75% do numero de aulas.
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ohn B. Russel - Quimica Geral (Volume 1 e 2).
BRADY, James E, Quimica Geral. V.1. 2 ed. SAo Paulo: Makron Books, 2004,

BRADY, James E, Quimica Geral. V.2. 2 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2003,

USBERCO, Jo&o; SALVADOR, Edgard. Quimica: quimica geral I. 11 ed, S0 Paulo: Saraiva,
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SCIOCRARSCOMPLEMENTAR: .~ . =~ A |
PAULA, Antonio de. Quimica 1: Geral e Inorgénica. Belo Horizonte: Le 1991,
RUSSELL, John B. Quimica Geral. V.1. 2 ed. S&0 Paulo: Makron Books, 2004.
FELTRE, Ricardo. Quimica Geral 1. S30 Paulo: Moderna, 1998.
UCKO, David A. Quimica para as ciéncias da saide: uma introdugao & quimica geral, organica |
e bioldgica. 2 ed. Sao Paulo: MANOLE, 1992,
ATKINS, Peter. Fisico- quimicos fundamentos. 3 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2001.

Confere com o original
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-ronr ac académico conhecimento basico qui geral e |
inorganica e suas inter relagdes. Proporcionar o conhecimento basico para disciplinas ]
correlatas.

- Reconhecer os principais componentes quimicos; |
- Entender como ocorrem as principais ligagbes e reagfes quimicas; ‘
- Identificar acidos, bases, sais e oxidos, |
- Saber realizar calculos estequiométricos; |
- Saber preparar uma solugdo com concentrag&o conhecida; ‘

- Interpretar formulas quimicas.

- Compreender os fenémenos quimicos basicos.

- Aplicar no dia a dia os conhecimentos adquiridos.
- Correlacionar contedidos e assuntos similares.

Termoquimica
Cinética quimica
Avaliacio
Equilibrio Quimico :
Reagoes acido-base ;
Reagdes de precipitacao

Reacdes de oxi-reducao

Avaliagao. !

Recorrer a elementos da prépria realidade dos estudantes, assim como realizar estudo de
casos, buscando uma unidade entre a teoria e a pratica. .
Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos; trabalhos individuais e em |
grupo; exibigao e discussao de videos; transparéncias; estudo e pesquisa em livros, textos, |
artigos e Internet; dinamicas de grupo. Aulas praticas: exercicios; praticas laboratoriais,; |
trabalhos individuais e/ou em grupo; saidas a campo. Estas aulas serdo executadas pelos
alunos com auxilio de roteiro, além de acompanhamento e orientagdo do professor.

O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e
dos resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As
avaliagdes poderdo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa,
exercicios, relatorios de aulas praticas e visitas, semindarios, viagens de estudo, estagios. A
disciplina sera avaliada por meio de trés notas que compdem a média semestral, a saber.

As notas N1 e N2 referem-se & afericio das competéncias e habilidades parciais ou finais
adquiridas pelo aluno. A nota TR correspondera & média dos diversos trabalhos académicos,
de livre escolha do professor, realizadas ao longo do semestre.
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A frequéncia minima exigida é de 75% do nimero de aulas.

RUSSELL, J. B. Quimica Geral. 2a Ed.. Editora McGraw — Hill do Brasil,
e2 1994

ATKINS, P. et al. Principios de Quimica, questionando a vida moderna e o meio ambiente. 3a
Ed. Editora Artmed S. A. Porto Alegre, 2006.

MASTERTON, W. L., SLOWINSKI, E. J.; STANITSKI, C. L. Principios de quimica. 6a Ed.. Rio
de Janeiro: Livros Técnicos e Cientificos, 2011.
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LEE, J. D. Quimica inorganica nao tao concisa: Editora Blucher, S&o Paulo, 1999.
Shriver&Atikins. QUIMICA inorganica. 4a Ed.. Editora Bookman, Parto Alegre, 2008. |
MAIA, D. J.. Quimica Geral: Fundamentos. Pearson Prentice Hall, Sio Paulo, 2007. |
VOGEL, A. L.. Quimica Qualitativa. 5a Ed.. Editora Mestre Jou, S&o Paulo, 1981. |
OHLWEILLER, O. A.. Quimica Analitica Qualitativa. Livros técnicos e Cientificos, Editora S. A., |
Rio de Janeiro. Volume 1, 2 e 3. 1983,

MASTERTON, W. B.. Quimica Geral Superior. Editora Internacional, Rio de Janeiro, 1979.
ALLINGER, N. L.. Quimica Orgénica. Livros Técnicos e Cientificos. Editora S. A. Rio de
Janeiro, 1976,

CAMPOS, M. M. et al.. Fundamentos de Quimica Organica. Editora Edgard Blucher Ltda. Sao |
Paulo, 2001. i
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CENTRO UNIVERSITARIO UNIFACVEST
ACADEMICA: LETICIA MARGARETE DE MOLINER
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PLANO DE ENSINO
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Evidenciar a teoria e a elaboragio dos métodos de analises quimicas atraves da identificacdo e
quantificagao dos elementos quimicos existentes nos diversos materiais assim como a '
combinagao destes.

Fazer com que os académicos tenham a capacidade de identificaco dos ele
compostos quimicos; |
Mostrar a importancia das metodologias instrumentais adotadas dentro da quimica analitica i
instrumental; [
A capacidade de conhecer as propriedades quimicas das substancias orgénicas e inorganicas,
Preparo de amostras de solugfo e fuso de substancias:

Estudo de instrumentos de laboratorio, :
Utilizac&o dos métodos eletro analiticos. ;

mentos e i

-iilar ' " n de alco quimiccs

amostras,
*Utilizacao da quimica instrumental para a utilizagio de métodos na realizagdo de analises
quantitativas e qualitativas.

+Conhecimento dos instrumentos de laboratério.

Introdugao a andlise instrumental ;
Préaticas de laboratério: amostragem, analise por via seca e andlise por via omida e nogbes da
semimicroanalise ‘
Uso dos aparelhos volumétricos (controle de qualidade)

Provetas, pipetas, buretas, baldes volumétricos, Influéncia da temperatura, Limpeza dos !
materiais volumétricos e calibragio dos mesmos |
Erros analiticos: Determinados , indeterminados e andlises laboratoriais.

Reagentes: Uso escolha e pureza.

Medida e tratamento de dados (aula pratica).

Preparo de solugbes com concentragdes conhecidas (aula pratica)

Meétodos para diluir e padronizar solugbes concentradas (condutividade). (tedrico-pratica)
Equilibrio quimico e fatores que afetam a termodinamica e equilibrio entre fases (teérico-
pratica)

Equilibrio idnico da agua : Produto da solubilidade

Analise gravimétrica: formac&o de precipitados, tipos, contaminag8o e operagao de analise
(tedrica-pratica). |
Classificag@o dos cations (ions metalicos) em grupos analiticos

Primeiro grupo de cations: Chumbo (11), Mercurio (1) e Prata (1) (pratica)

Segundo grupo de cations: Chumbo (11}, Mercurio (1) e Prata (1) (pratica)

Segundo grupo de cations: Cobre (I1), Bismute (11l) (pratica)

Terceiro grupo de cations: Ferro (I1), Aluminio (IIl), Manganés (lil) e Zinco (IIl) (pratica)

Reacbdes de anions (esquema de classificagéo) |
Solubilidade de : carbonatos, bicarbonatos e sulfitos (pratica)
Solubilidade de : sulfetos, nitritos, cloretos e iodetos (pratica) = ;
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Metodos fisico-quimicos: cromatografia

Metodos eletro analiticos: Potenciometria (identificac&o, manutencéo, checagem e calibragio
da aparelhagem) (tedrico- pratica) i
Métodos espectroquimicos: Espectroscopia de absorgao da radiagao UV-visivel : (tedrico-
pratica).

Métodos espectroguimicos: Espectroscopia de emissao e absorgao atbmica.

Metodos espectroquimicos: Espectroscopia de chama

Nogbes sobre eletroforese e microscépio eletrénico

Cromatografia _

) = ST =

sfrarn =l |

como realizar estudo de

Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim
casos, buscando uma unidade entre a teoria e a pratica.

Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos; trabalhos individuais e em
grupo; exibigéo e discussio de videos; transparéncias: estudo e pesquisa em livros, textos,
artigos e Internet; dinamicas de grupo. Aulas praticas; exercicios: praticas laboratoriais; |
trabalhos individuais e/ou em grupo, saidas a campo. Estas aulas serao executadas pelos
alunos com auxilio de roteiro, além de acompanhamento e orientagdo do professor.

7 C ) i LIAG = L W a] _:HIJ"_:"'; ;.T..‘!-'".:"G,?:"'.'".'_ s
O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e
dos resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do pericdo letivo e no exame final. As
avaliagbes poderéo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa,
exercicios, relatorios de aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A
disciplina sera avaliada por meio de trés notas que compdem a média semestral, a saber:

As notas N1 e N2 referem-se a aferigio das competéncias e habilidades parciais ou finais
adquiridas pelo aluno. A nota TR correspondera a média dos diversos trabalhos académicos,

de livre escolha do professor, realizadas ao longo do semestre.

A frequéncia minima exigida & de 75% do numero 0 de aulas.

CIA BASI~A Py

1. BACCAN, N., ANDRADE J.

C.. GOD

elementar, 3° Edigao revista, ampliada e reestruturada. Campinas, SP: Editora Edgarg Blucher,
2001.
2 _FERNANDES, J. Quimica analitica quantitativa. SP: Editora: Hemus, 1999.

OHLWEILLER, O. A. Quimica analitica quantitativa e qualitativa. S. P.: Livros técnicos e ,
cientificos, 1999. |
3. WEST, DONALD. M.; HOLLER, F. JAMES.; SKOOG, DOUGLAS A Fundamentos de
Quimica Analitica. Ed. Thomson. 2005. |
4. EWING, G. W. Metodos instrumentais de analise quimica. Sao Paulo: Edgard Bliicher, 1980, _
5. OHLWEILLER, O. A. Quimica analitica qualitativa. Livros técnicos e Cientificos, Editora S. A. |
Rio de Janeiro. Volume 1, 2 e 3. 1983 |
6. VOGEL, A. |. Quimica analitica quantitativa. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1989,
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Expeniéncias relativas a disciplina Quimica Geral .

Possibilitar a0s discentes conhecimentos de laboratsrio de quimica 2, aplicando na pratica os
conhecimentos tedricos obtidos na disciplina de Quimica Geral fl

Relacionar de forma pratica os conhecimentos tedricos da seguinte forma: !
- Aprender a medir a acidez e o ph de solugées

- Aprender técnicas de eletroquimica como corrosao de metais

- Aprender tecnicas simples de sintese organica (sintese de ésteres)

- Aprender a utilizar os conceitos estequiométricas na produgao de alumina a partir de aluminio
- Aprender a utilizar as técnicas de extragdo simples

- Aprender técnicas de equilibrio quimico.

Ao final da disciplina, o aluno devera ser capaz.
- Aplicar os conceitos de ph e acidez de solugfes e matérias-primas
- Aplicar os conceitos na transformagéo de reagentes em produtos e a sua relago ‘

estequiométrica

- Aplicar os conceitos para extragao de compostos de forma continua

- Aplicar os conceitos de eletroquimica aplicados na corrosao de metais

- Aplicarem os conceitos de sintese organica, sintetizando ésteres simples

- Aplicar os conhecimentos de equilibrio quimico ) |

1- Apresentacéo da ementa e formas de avaliagio
2- Determinacdo de acidez de matérias-primas alimenticias

3- Determinag&o do pH de amostras pelo método potenciométrico e colorimétrico
4- Obtengao da alumina

5- Extracao de alcool do vinho tinto

6- Corroséo de prego

7- Sintese de esteres

Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim como realizar estudo de
casos, buscando uma unidade entre a teoria e a pratica.

Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos; trabalhos individuais e em |
grupo, exibicao e discussao de videos: transparéncias; estudo e pesquisa em livros, textos,
artigos e Internet; dinamicas de grupo. Aulas praticas: exercicios: praticas laboratoriais;
trabalhos individuais e/ou em grupo; saidas a campo. Estas aulas serio executadas pelos
alunos com auxilio de roteiro, além de acompanhamento e orientaco do professor. |

O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e |
dos resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As |
avaliagoes poderdo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa,
exercicios, relatorios de aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A
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disciplina sera avaliada por meio de trés notas que compﬂem a meédia semestral, a saber:

As notas N1 e N2 referem-se a aferigo das competéncias e habilidades parciais ou finais
adquiridas pelo aluno. A nota TR correspondera 4 média dos diversos trabalhos académicos,
de livre escolha do professor, realizadas ao longo do semestre.
A Frequéncia minima exigida & de 75% do namero de aulas.

LENZI, Ervin. et al. Qulmlca Geral Experimental Rio de Janeu‘o Freitas Bastos 2004.
BRITO, Marcos Aires de; TIBURCIO, Nunes Pires; Quimica Basica: teoria e experimentos.
Floriandpolis: UFSC, 1997

SZPOGANICZ, B. et al, Experiéncias de Quimica Geral. Floriandpolis: Livros e Livros, 2005, |
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BRADY, James E., Quimlca Gera.V1 2 ed. Sao Paulo: Makron Books, 2004,
BRADY, James E., Quimica Geral. V.2. 2 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2003,
USBERCO, Jo&o; SALVADOR, Edgard. Quimica: quimica geral |. 11 ed. S&o Paulo: Saraiva,
2005.

PAULA, Antonio de. Quimica 1: Geral e Inorgénica. Belo Horizonte: L&, 1991.

RUSSELL, John B. Quimica Geral. V.1. 2 ed. S&o Paulo: Makron Books, 2004

FELTRE, Ricardo. Quimica Geral 1. S&o0 Paulo: Moderna, 1998.

UCKO, David A. Quimica para as ciéncias da salde: uma introdugio a quimica geral, organlca
eblokhglca 2 ed. Sao

Paulo: MANOLE, 1992

ATKINS, Peter. Fisico- quimica fundamentos. 3 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2001.
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Estudo dos principios da Quimica Organica, teoria estrutural da quimica que estuda os

compostos de carbono, caracterfsticas estruturais e grupos funcionais, interagbes
Intermoleculares, aspectos estereoquimicos, acidez e basicidade de compostos orgénicos.

Compreenderem os conceitos ministrados para que no futuro possam ter o conhecimento [
minimo para atuarem tanto como profissional liberal em Engenharia Ambiental e Sanitaria

como também na pesquisa. |
Dentre os conceitos trabalhados espera- se que um profissional de Engenharia Ambientale
Sanitaria saiba: |
Os principios da Quimica Organica: |
A teoria estrutural da quimica que estuda os compostos de carbono,
As caracteristicas estruturais e grupos funcionais:

As interagbes intermoleculares;

Os aspectos estereoquimicos;

A acidez e basicidade de compostos organicos.

- Os principios da Quimica Organica;

- A teoria estrutural da quimica que estuda os compostos de carbong:
- As caracteristicas estruturais e grupos funcionais;

- As interagbes intermoleculares;

- Os aspectos estereoquimicos; '
- A acidez e basicidade de compostos orgénicos. |

Com a aplicago de trabalhos individuais e em grupos e avaliagées os alunos no final do [

semestre letivo ter&o que mostrar desempenho minimo provando que conseguiram ter um
senso critico e entendimento de como funciona cada assunto ministrado.

Introdug&o & quimica organica;
2) Fungdes, Nomenclatura e Isomeria;

3) Estrutura das Moléculas Organicas e suas Consequéncias:

4) Alcanos: Reagbes de substituicdo por radicais livres; |
5) Alcenos: Reages de adigéo eletrdfila;

6) Alcadienos,

7) Alcinos;

B) Ciclanos; [
8) Hidrocarbonetos arométicos: Reages de substituicio eletrofila; |
10) Haletos Orgénicos: Reagdes de substituicio nucledfila e de eliminacio; |
11) Alcodis. |

Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim como reali
casos, buscando uma unidade entre a tecria e a pratica.

Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos; trabalhos individuais e em
arupo; exibigdo e discuss&o de videos; transparéncias; estudo e pesquisa em livros, textos,
artigos e Internet; dinamicas de grupo. Aulas praticas: exercicios; praticas laboratoriais;
trabalhos individuais e/ou em grupo; saidas a campo. Estas aulas ser3o executadas pelos
alunos com auxilio de roteiro, além de acompanhamento e orientagdo do professor.

zar estudo de
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nho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e
dos resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As |
avaliagbes poderdo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa,
exercicios, relatorios de aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estdgios. A
disciplina sera avaliada por meio de trés notas que comp&em a média semestral, a saber:

As notas N1 e N2 referem-se & afericao das competéncias e habilidades parciais ou finais |
adquiridas pelo aluno. A nota TR correspondera a meédia dos diversos trabalhos académicos,
de livre escolha do professor, realizadas ao longo do semestre.

A frequéncia minima exigida & de 75% do numero de aulas.

sempel T
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SOLOMONS, T. W. Graham. Quimica organica. 8* ed. V. 1. Rio de Janeiro: LTC, 2005.
CAMPOS, Marcello de Moura. Fundamentos de quimica organica. S&o Paulo: Edgard Blucher,
2004,

DIAS, Ayres Guimaraes; COSTA, Marco Antonio da; GUIMARAES, Pedro Ivo Canesso Guia
pratico de quimica organica: técnicas e procedimentos, aprendendo a fazer. V. 1. Rio de |
Janeiro: Interciéncia, 2004.

COSTA, Paulo Roberto Ribeiro; et al. Acidos e bases em quimica organica. Porto Alegre: {
Bookman, 2005; '
BARBOSA, Luiz Claudio de Almeida. Introdugdo a quimica organica. Sao Paulo: Prentice Hall.
2004; ;
MANQ, Eloisa Biasotto; SEABRA, Affonso P. Praticas de quimica organica. 3% ed. Sio Paulo:
Edgard Blucher, 2002

PAULA, Antonio de. Quimica 3: quimica organica. Belo Horizonte: LE 1991:

ZUBRICK, James W. Manual de sobrevivéncia no laboratorio de quimica organica. Rio de
Janeiro: LTC, 2005.

Confere com o original
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oom. v nowGA __
- ANOISEMESTRE: 201772

1.EMENTA 2

Classificacdo das reagdes organicas, efeitos eletrdnicos e energéticos e aspectos mecanisticos e
eslereoquimicos: reagdes de hidrocarbonetos saturados e insaturados; reacbes de haletos de alquila;
reagbes de compostos aromaticos; reagdes de alcodis, fendis e éteres; reagOes de aldeidos e cetonas:
reagdes de acidos carboxilicos e derivados.

2. OBJETIVOS GERAIS e
Proporcionar ao aluno a oportunidade do dominio de contetidos que servem de base para o
entendimento das diferentes areas da Quimica dentro da Engenharia.

B = P TIRREEEEEE———

- Saber reconhecer e classificar é_s;_fhnlﬁéésﬂur_g-a_mca?; .
- Compreender as reaces organicas e como elas se realizam;
|- Saber classificar as reagdes e seus mecanismos.

- apresentacao do professor, apresentagio da matéria e contetdo programatico, da ementa e o livio
usado para preparagéo das aulas:
- revisao das fungdes orgénicas e classificagdo das reacées organicas (adigdo, substituicao e
eliminagao),
- reagao de halogenaco;
- reagao de oxidagao,
- reacbes de alcodis;
- inicio das reagbes SN1 e SN2;
- terminado reagdes com &lcool via mecanismo SN1 e SN2 |
- iniciado oxidag&o de Alcoois;
- terminado oxidagéo;
- exercicios e correcéo;
- reagentes para oxidar um alcool primério e secundario:
-PROVAI
|- inicio de reagdes de aldeidos e cetonas:
- terminado reagdes de aldeidos e cetonas:
| - isomeria de fungéo reagentes de diferenciacéo de aldeidos e cetonas tollens, benedict e felling;
| - exercicio valendo nota 2:
- catalise acida e catalise basica;
- efeitos estérico e eletrénico da estrutura:
- reagdes de acido carboxilicos e derivados:
- feriado corpus christ
- revisdo para prova
- PROVAII

8. )GIA E RECURSOS DIDATICO-PEDAGOGICOS
Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim como realizar estudo de casos,
buscando uma unidade entre a teoria e a pratica,

Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos: trabalhos individuais e em grupo,
exibicdo e discussdo de videos; transparéncias: estudo e pesquisa em livros, textos, artigos e Internet;
dinamicas de grupo. Aulas praticas: exercicios: praticas laberatoriais; trabalhos individuais efou em
grupo, saidas a campo. Estas aulas serdo executadas pelos alunos com auxilio de roteiro, além de

| acompanhamento e orientagio do professor




CENTRO UNIVERSITARIO UNIFACVEST
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| O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e dos

| resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As avaliagoes
poderdo constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa, exercicios, relatorios de

| aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A disciplina sera avaliada por meio de

| trés notas que compdem a média semestral, a saber:
As notas N1 e N2 referem-se & aferic@o das competéncias e habilidades parciais ou finais adquiridas
pelo aluno. A nota TR correspondera & média dos diversos trabalhos académicos, de livre escolha do
professor, realizadas ao longo do semestre.
A frequéncia minima exigida é de 75% do numero de aulas.

SOLOMONS, T. W. Graham. Quimica Orgénica. 8ed. V.1 Rio de Janeiro: LTC. 2006
SOLOMONS, T. W. Graham. Quimica Organica. 8ed. V.2. Rio de Janeiro' LTC, 2006.
| CAMPOS, Marcello de Moura. Fundamentos de Quimica Organica. S&o Paulo: Edgard Blucher, 2004.

B ..__._._.,.'..a: .'-.:-- . al:: e RTIY e .j'!-- ! o S = PR Feer T L S TR N e e e s |
DIAS, Ayres Guimaraes; COSTA, Marco Anténio da; GUIMARAES, Pedro Ivo Canesso. Guia pratico de
Quimica Organica: técnicas, procedimentos, aprendendo a fazer. \VV 1 Rio de Janeiro: Interciéncia 2004
COSTA, Paulo Roberto Ribeiro; et al. Acidos e Bases em Quimica Orgénica. Porto Alegre: Bookman,
2005.

BARBOSA, Luiz Claudio de Almeida. Introduc&o a Quimica Organica. Sao Paulo: Prentice Hall, 2004.

Confere com o original
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Vernizes e Aglmntss.

Desenvolver e aplicar os conhecimentos existentes, quanto a dependéncia disciplinas basicas de
quimica em relagéo ao curso de Engenharia Ambiental e Sanitaria.

envolvidas e das propriedades dos produtos quimicos formados, bem como a interacao direta ou
indireta nos diversos segmentos, principalmente nas industrias; Reconhecer e estabelecer as
relacdes criticas entre o conhecimento dos processos quimicos e 0 meio ambiente: Mostrar a
importancia dos conhecimentos da quimica e suas inter-relagdes diretas e indiretas com as
tecnologias aplicadas aos diversos campos da engenharia.

. = \ b8l Sl L T TR R
O curso visa & obtengdo de conhecimentos em diversas areas da industria quimica, possibilitando ao |
aluno obter nogdes da importancia da quimica em qualquer area da engenharia.

Aula inaugural 3
Hg l

ua
Tratamento de Agua
Parametros Fisico/Quimicos da Agua
Tratamento de Residuos Industriais
mosao

Tintas |
Apresentacao de Semindrios referentes ao Tratamento de Residuos Industriais

Vernizes
Aglomerantes

Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim como estudo de casos,

buscando uma unidade entre a teoria e a pratica.
Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos, trabalhos individuais e em grupo; |
exibigao e discussao de videos; transparéncias; estudo e pesquisa em livros, textos, artigos e ‘
Internet, dindmicas de grupo. Aulas praticas: exercicios; praticas |laboratoriais; trabalhos individuais

e/ou em grupo; saidas a campo. Estas aulas ser8o executadas pelos alunos com auxilio de roteiro,
lém de acompanhamento e orientagéo do professor.

'O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do aluno e dos

resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As avaliacfes

poderao constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa, exercicios, relatérios de |

aulas préticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A disciplina sera avaliada por meio
trés notas que compdem a média semestral, a saber:

As notas N1 e N2 referem-se a aferigao das competéncias e habilidades parciais ou finais adquiridas |

pelo aluno. A nota TR correspondera & média dos diversos trabalhos académicos, de livre escolha do |
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professor, realizadas ao longo do semestre. .
A frequéncia minima exigida é de 75% do nimero de aulas.

= T R

NUNES, Laerce de Paula. Fundamento de Resisténcia a Corrosao, Intermiténcia, 2007. ,
LIBANEO, Marcelo. Fundamentos da Qualidade e Tratamento de Agua, 3a Edicao, Atomo, 2010, |
RICHTER, Carlos A., Agua - Métodos e Tecnologia de Tratamento. Edgar Blucher, 2009. |

D'AGOSTINI, Luiz Renato. AQUA - Avaliagao da Qualidade do Uso de Agua. Garamond, 2013.
FAZENDA, Jorge M. R. Tintas - Ciéncia e Tecnologia, 4a edigdo, Edgar Blucher, 2009.

POTIN, Joel Arnaldo; MASSARO, Sergio. O que é Poluigdo Quimica? Sao Paulo, Brasiliense, 1993 |
STRAUCH, Manuel; ALBUQUERQUE, P. de. Residuos: como lidar com os recursos naturais, S&0 '
Leopoldo: OIKOSTAU, 2008.

TEVES, Maria Lucia Ujvali. Lixo Urbana: Contaminagéo por Residuos de Tintas e Vernizes. Sao
Paulo: FUNDAMENTO, 2001.

Confere com o original
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’-\ F I ﬂ CENTRO UNIVERSITARIO UNIFACVEST
‘ O (1 1t5] CURSO: ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

Uﬁﬁm PLANO DE ENSINO
'DISCIPLINA: QUALIDADE DAS AGUAS e e e
'HORAS SEMESTRAIS: 44h i  ANOISEMESTRE: 2018/2
1. EMENTA

' Distribuigao de agua no planeta, 4gua como meio ecoldgico, principais Usos da agua e seus requisitos
de qualidade Caracteristicas fisicas da agua. Caracteristicas quimicas da agua Caracteristicas
bacteriologicas da agua. Caracteristicas hrdrobi_olr:agicas da agua. Principais fenémenos poluidores da

agua. Doengas tre_msrnit'pdas_pela dagua e Sua mitigagio. Aplicagdo de tratamentos fisico-quimicos em

o ane ol O T e v L IR g 3
Fornecer aos alunos conceitos da fisico-quimica da agua e ferramentas de projeto de estagbes de
| tratamento de agua.

EETET e T - e B e —

o — S

- Estudar a fisico-quimica da 4gua, conceitos hidraulicos, estudos preliminares de otimizag3o de ETAs,
| projeto de unidades de ciclo completo, tecnologias de tratamento de agua.

4.HABILIDADES ECOMPETENCAS R

- Dimensionamento de estruturas hidraulicas de uma ETA
- aprimoramento de conhecimentos de hidraulicos
- busca constante por novas tecnologias
-conhecimento para selegéo de tecnologias de tratamento.

Caracteristicas Fisico-quimicas da Agua
Padrbes de Portabilidade
Tecnologias de ciclo completo
Coagulagio e diagramas de coagulacio
Mistura Rapida e Mistura lenta (unidades de coagulacio e floculagao)
Unidades de Decantagéo
Flotagao por ar dissolvido
Filtracdo em meios granulares

| Filtragao descendente
Filtragao ascendente

| Abrandamento com cal sodada
Troca iGnica
Osmose reversa e nancfiltragéo
Micro filtrag&o e ultra filtracao

| Desinfecgéio e Fluoretagdo

| Gerenciamento de residuos de ETA

Recorrer a elementos da propria realidade dos estudantes, assim como realizar estudo de Casos,
| buscando uma unidade entre a teoria e a pratica.

Aulas tedricas: aulas expositivas e dialogadas; exercicios praticos: trabalhos individuais e em grupo;
exibicdo e discussdo de videos: transparéncias: estudo e pesquisa em livros, textos, artigos e Internet:
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O desempenho académico sera avaliado por meio do acompanhamento continuo do alunc e dos

| resultados por ele obtidos nas atividades, ao longo do periodo letivo e no exame final. As avaliacoes
poderao constar de provas parciais escritas, oficinas, trabalhos de pesquisa, exercicios, relatorios de
aulas praticas e visitas, seminarios, viagens de estudo, estagios. A disciplina sera avaliada por meio de

| frés notas que compdem a média semestral, a saber:

| As notas N1 e N2 referem-se & afericdo das competéncias e habilidades parciais ou finais adquiridas
pelo aluno. A nota TR correspondera 4 média dos diversos trabalhos académicos, de livre escolha do

| professor, realizadas ao longo do semestre.

A frequéncia minima exigida & de 75% do numero de aulas.

| Tratamento de Aguas para Abastecimento e Residuarias? Mackenzie Davis
' Selecao de Tecnologias de Tratamento de Agua? Di Bernardo e Lyda Sabogal
Métodos e Técnicas de Tratamento de Agua? Luiz di Bernardo

ua? Métodos e Tecnologia de Tratamento? Carlos Richter

| Water Treatment Plant Design, AWWA, 2005. |

integrated 'i"gn for Wé_té'r'lr_eatmem,- Kawamura, 1991
Teoria de la Purificacion del Agua, Arboleda, 2005.
Confere com o original
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l’. REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
m ESTADO DE SANTA CATARINA
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC
UDESC Centro de Ciéncias Agroveterinarias - CAV/UDESC

MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS
HISTORICO ESCOLAR
Leticia Margarete de Moliner

L
L @
UDESC

= INSTITUIGAO

UDESC - Universidade do Estado de Santa Catarina
Avenida Madre Benvenuta, 2037 - Bairro ltacorubi - B8035901 - Floriandpolis - SC
Reconhecida pela Portaria Nimero 893 - MEC, de 11/11/1985, publicada no DOU em 26/11/1985

CAV/UDESC - Centro de Ciéncias Agroveterinérias
Avenida Luis de Camdes, 2090 - Bairro Conlta Dinheiro - 88520000 - Lages - SC

— CURSO
Curso: MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

Reconhecimento - Portaria MEC/CAPES N.” 326, de 09/03/2017, publicada no DOU em 10/03/2017.
Reconhecido pelo Decreto Estadual n® 344, publicado no Dirio Oficial do Estado de Santa Catarina em 03/09/2015

[ DADOS PESSOAIS

Nome do Aluno: Leticia Margarete de Moliner MNaturalidade: Bocaina do Sul/SC - BRASIL

Namero de Matricula: MAMO120206 Carteira de |dentidade: 5.633.886
Filiag&o: Hélio Moacir de Moliner e Margarete Miranda de Moliner Expedidor: SSP - SC
Nascimento: 11 de abril de 1997 CPF: 093.123.069-10

— TITULAGAO ANTERIOR

Engenharia Ambiental e Sanitaria
Centro Universitario FACVEST
Data da Conclusao ou Colagdo de Grau: 13/12/2019

— DADOS DO INGRESSO

Ingresso: 14/08/2020

Situagéo: Concluido em 31/01/2023

Orientador: INDIANARA FERNANDA BARCAROLI, Dra.

Area de Concentragio e/ou Linha de Pesquisa: Tecnologia e Gestdo Ambiental

Proficiéncia: Inglés: Dispensada*

= DISSERTAGAO
EFEITO TOXICO DOS INSETICIDAS FIPRONIL E CLORPIRIFOS EM TILAPIA DO NILO (Creochromis niloticus)

Defesa: 31/01/2023
Situagao: Aprovado

Avenlda Luls de Camdes, 2090 - Conta Dinheiro - Lages - SC / CEP: 88520000 / Telefone: (49)3289-9100
Sistema SIGA - Emissdo em 09/05/2023 13:09 - DOCUMENTO DIGITAL - DISPENSA ASSINATURA
A autenticidade pode ser vista em www.siga.udesc.br/certidao cédigo: 9FE90-52980-05446-DB1E8-1C0D7 Valido até 05/11/2023
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UDESC Centro de Ciéncias Agroveterinarias - CAV/UDESC

MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

HISTORICO ESCOLA
Leticia Margarete de Moliner

R

L
&

UDESC

Disciplinas CR CH Conceito Sem Resultado
Estatistica Aplicada 3 45 A 20202 Aprovado
DAVID JOSE MIQUELLUTI, Dr.
FLAVIO JOSE SIMIONI, Dr
Metodologia da Pesquisa e Redagao Cientifica 3 45 A 202012 Apravado
VALTER ANTONIO BECEGATO, Dr
Seminarios | 2 30 A 202012 Apravado
CLAUDIA GUIMARAES CAMARGO CAMPOS, Dra.
Toxicologia Ambiental 3 45 A 2020/2 Aprovado
INDIANARA FERNANDA BARCAROLI. Dra
Metodologia do Ensino Superior 4 860 A 20211 Aprovado
MARI LUCIA CAMPOS, Dra
Monitaramento Ambiental 3 45 A 2021/1 Aprovado
INDIANARA FERNANDA BARCAROLI, Dra
Tépicos Especiais | - Quimica da Agua 3 45 A 20211 Aprovado
ANIELA PINTO KEMPKA, Dra.
EVERTON SKOROMNSKI, Dr
Analise Espacial 3 45 A 2021/2 Aprovado
SILVIO LUIS RAFAELI NETO, Dr
Docéncia Orientada 2 30 A 2021/2 Aprovado
Seminarios Il 1 15 A 2021/2 Aprovado
CLAUDIA GUIMARAES CAMARGO CAMPOS, Dra,
Dissertag&o - Mestrado Académico em Ciéncias Ambientais B 90 2022/2 Aprovado
Legenda: CR=Créditos, CH=Carga horaria. 33 495
APROVEITAMENTO DE CREDITOS
CR | CH | Nolaou Conceito |CR Aprov,|CH Aprov.
Restauragéo Florestal 4 60 A s 60
CAV/UDESC, 20211
Equivaléncia de notas e conceitos a critério da instituicdo de ensino 4 60

CAV/UDESC - Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, Santa Catarina, Brasil

Total de Créditos Concluidos: 37

Total de Carga Horaria Concluida: 555

Data do Exame de Qualificagio: 29/07/2021

— OBSERVAGOES

26706/2022 (SGPe).

1. Dispensada do exame de proficiéncia em inglés por apresentar Aprovagio no Exame de proficiéncia do Programa de
Pos-graduag@o em Engenharia Florestal do CAV/UDESC, SGPE N° 9312/2021.
2. Prazo, para concluséo do curso, prorrogado por 6 (seis) meses, a contar de 01/08/2022, Processo UDESC

Avenida Luis de Cames, 2090 - Conta Dinheiro - Lages - SC / CEP: 88520000 / Telefone: (49)3289-9100
Sistema SIGA - Emissao em 09/05/2023 13:09 - DOCUMENTO DIGITAL - DISPENSA ASSINATURA
A autenticidade pode ser vista em www.siga.udesc.br/certidao cédigo: 9FE90-52980-05446-DB1ES-1C0D7 Valido até 05/11/2023
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A=
B=
C=
D=

EQUIVALENCIAS DE CONCEITOS E VALOR DO CREDITO

9.0a10,0;
80a89,
70a79
Inferior a 7,0,

AC = Aproveitamento de crédito em disciplina cursada fora da UDESC,

R:

Reprovado por frequéncia;

| = Incompleto
AC, R & | = N&o possuem atribuicdo de nota.
Valor do Crédito em Carga Horaria: 1 Crédito = 15 hia
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RESUMO

O uso excessivo de agrotoxicos promove inumeros impactos ao meio ambiente,
dentre os quais, destaca-se os efeitos toxicos sobre as espécies nao-alvo. Nesse
sentido, para avaliagao dos riscos ambientais dos agrotoxicos, o emprego de técnicas
da toxicologia ambiental se faz necessaria, pois é imprescindivel conhecer os efeitos
téxicos que determinados contaminantes podem ocasionar ao meio ambiente. Por
meio da utilizagdo de bioindicadores e biomarcadores, € possivel obter informacdes
sobre os efeitos téxicos causados pela exposicdo aos agrotdxicos. Assim,
considerando que os inseticidas fipronil e clorpirifés sdo conhecidos por causarem
diversos danos ao meio ambiente, o presente estudo teve por objetivo analisar os
efeitos tdxicos da exposigdo aguda aos inseticidas fipronil e clorpirifés por meio de
analises bioquimicas em Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), observando os
efeitos individuais e combinados dessa exposicdo. Para tanto, analisou-se as
atividades enzimaticas da acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT), glutationa-S-
transferase (GST), anidrase carbonica (AC) e Na*, K* - ATPase, nos tecidos do
cérebro, branquias e figado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apos exposicao
pelo periodo de 96 horas, bem como, verificou-se se a combinagcado dos inseticidas
fipronil e clorpirifés apresenta efeito sinérgico ou antagbnico. Os resultados
demonstraram que a exposi¢ao individual do clorpirifds inibiu a atividade enzimatica
da AChE no tecido cerebral e da CAT no tecido hepatico, enquanto sob efeito da
exposicao ao fipronil, a atividade da CAT cerebral e branquial foi inibida, sendo que,
em ambas as exposic¢oes individuais aos compostos, a atividade da AC foi inibida no
tecido das branquias. A exposicao a mistura de clorpirifés e fipronil inibiu a atividade
hepatica da CAT e da atividade cerebral e branquial da GST. A atividade enzimatica
da Na*, K* ATPase nao foi detectada em nenhum dos grupos expostos ao clorpirifos
e ao fipronil, e na mistura dos agrotoxicos. Assim, constatou-se que a exposicado aos
inseticidas clorpirifés e fipronil, tanto individual quanto em associagdo, ocasionou
estresse oxidativo em Oreochromis niloticus. Considerando a inibicdo da atividade
enzimatica da AC nas branquias sob efeito da exposi¢ao individual ao clorpirifés e
fipronil, demonstrou-se que esses inseticidas possuem capacidade de interferir no
processo de osmorregulagéo. Diante disso, conclui-se que os inseticidas clorpirifés e

fipronil apresentam potencial efeito tdxico em juvenis de tilapia do Nilo, sendo que a



exposicao aguda aos referidos inseticidas ocasionou estresse oxidativo e interferiu no

processo de osmorregulagcao de Oreochromis niloticus.

Palavras-chaves: Agrotdxico; Toxicologia ambiental; Biomarcador; Osmorregulacgao;
Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The excessive use of pesticides fosters numerous impacts on the environment, among
which we highlight the toxic effects on non-target species. In this sense, in assessing
the environmental risks of pesticides, environmental toxicology is of great importance,
because it is essential to know the toxic effects that certain contaminants can cause to
the environment, and, using bioindicators and biomarkers, it is possible to obtain
important data on the toxic effects caused by exposure to pesticides. Thus, considering
that fipronil and chlorpyrifos insecticides are known to cause several environmental
damages, the present study aimed to analyze the possible toxic effects of acute
exposure to fipronil and chlorpyrifos insecticides through biochemical analysis in
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), observing the individual and combined effects
of acute exposure to fipronil and chlorpyrifos insecticides. To this end, the enzymatic
activities of acetylcholinesterase (AChE), catalase (CAT), glutathione-S-transferase
(GST), carbonic anhydrase (CA) and Na*, K* - ATPase were analyzed in the tissues
of the brain, gills, and liver of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) after exposure to the
insecticides for 96 hours, and whether the combination of the insecticides fipronil and
chlorpyrifos has a synergistic or antagonistic effect. The results showed that the
individual exposure of chlorpyrifos inhibited the enzymatic activity of AChE in brain
tissue and CAT in liver tissue of Nile tilapia, while under the effect of fipronil exposure,
brain and gill CAT activity was inhibited, and under both individual exposures to the
compounds, AC activity was inhibited in the gill tissue. Exposure to the mixture of
chlorpyrifos and fipronil inhibited hepatic CAT activity and brain and gill GST activity in
Nile tilapia. The enzyme activity of Na*, K* - ATPase was not detected in any of the
groups exposed to chlorpyrifos and fipronil as well as in the mixture of both pesticides.
Thus, exposure to the insecticides chlorpyrifos and fipronil, both individually and
together, was found to cause oxidative stress in Oreochromis niloticus. Considering
the inhibition of CA enzymatic activity in Nile tilapia gills under the effect of individual
exposure to chlorpyrifos and fipronil, it was demonstrated that these insecticides can
interfere in the osmoregulation process of Nile tilapia. Therefore, it concludes that
chlorpyrifos and fipronil insecticides have a potential toxic effect on Nile tilapia
juveniles, and acute exposure to these insecticides caused oxidative stress and

interfered with the osmoregulation process in Oreochromis niloticus.



Keywords: Pesticides; Environmental Toxicology; Biomarker; Osmoregulation;

Oxidative Stress.
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1 INTRODUGAO

Conhecidas como causadoras de alteracbes e impactos ambientais, as
atividades agricolas possuem como principais contaminantes em aguas superficiais e
subterraneas, os residuos de agrotdxicos e fertilizantes. As perdas da producgéo
agricola e o controle de organismos danosos as plantagdes podem ser controladas
com a utilizagdo de agrotoxicos. No entanto, a disponibilidade de poluentes no solo,
ar e agua ocasionada pela agcdo do homem em atividades agricolas faz com que o
meio ambiente sofra continua degradacdo (IGNACIO, 2018).

Os agrotoxicos sao utilizados extensivamente para proteger a produgao
agricola contra os danos causados por inumeras pragas, contudo, os efeitos adversos
dos agrotdxicos aos organismos nao-alvo sdo bastante significativos, tendo potencial
para atingir os ecossistemas ndo visados, como os recursos hidricos, afetando
inumeros organismos (KADAM; KUMARI, 2020; PATIL, 2016).

Os ecossistemas aquaticos que percorrem as areas agricolas ou industriais
possuem uma alta probabilidade de serem contaminados, por causa do escoamento
e lixiviagao de aguas subterraneas, e pela variedade de agrotoxicos, os quais se
tornam uma ameacga aos organismos de agua doce, principalmente aos animais
sensiveis, como os peixes. Logo, a exposicdo a longo prazo frente a essas
substancias, pode causar varias anormalidades e redugdo do tempo de vida dos
organismos (KUMARI, 2020).

Os agrotoxicos que sao utilizados constantemente na agricultura mundial
podem afetar negativamente os organismos nao-alvo, entre eles, os peixes. Nesse
sentido, acredita-se que as espécies aquaticas que sao cultivadas ou habitam em
regides préximas as areas agricolas se tornam cada vez mais ameagadas pelos
efeitos da exposicado aos contaminantes. Desse modo, a presenca de agrotoxicos em
rios possui capacidade de se tornar prejudicial para os organismos, principalmente
para os peixes, sendo que relevantes alteragdes nas enzimas antioxidantes de peixes
podem ser observadas na exposicdo da mistura de inseticidas (BOJARSKI;
WITESKA, 2020; DOURADO, 2019; NAZ et al., 2019).

Os peixes vém sendo utilizados frequentemente para detectar e analisar os
efeitos biolégicos de contaminantes presentes nos recursos hidricos, apresentando
respostas letais e subletais aos contaminantes, uma vez que, s&o uns dos organismos

prejudicados pela contaminagdo de agrotoxicos nos recursos hidricos. Esses
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organismos sao considerados bons indicadores para utilizar em monitoramento
ambiental de sistemas aquaticos, pois ocupam posigdes diferentes dentro da cadeia
alimentar, podendo transferir energia e biomassa entre os niveis troficos, tornando-se
relevantes pela possibilidade de bioacumulagao e biomagnificagdo de contaminantes,
que pode apresentar riscos para saude dos consumidores. Ademais, o0s
contaminantes e poluentes no meio ambiente podem ocasionar o estresse oxidativo e
alterar as respostas moleculares, fisiologicas, comportamentais ou historicas
(SANTANA; CAVALCANTE, 2016; SILVA et al., 2018).

Nesse sentido, em peixes, as informagdes sobre o destino e acao dos
metabdlitos de agrotdxicos colaboram para a compreensdao da interferéncia da
toxicidade dessas substancias e os riscos a qualidade ambiental, acrescentando a
saude dos organismos aquaticos e do homem, pois os estudos ecotoxicoldgicos sao
uma das formas de se obter essas informagdes (SANTANA; CAVALCANTE, 2016).

Em meio as inumeras espécies de peixes empregadas em estudos de
toxicidade ambiental, a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), é
constantemente utilizada em testes de toxicidade por ser uma espécie presente em
varios niveis troficos, além da alta capacidade de bioacumulagdo de substancias
téxicas (AMIN et al., 2022). Os resultados obtidos por meio de ferramentas de analises
sao de grande importancia na avaliagao dos riscos ambientais de inseticidas para os
peixes. Ademais, um exemplo de ferramenta de sucesso €& associacdo de
biomarcadores moleculares com bioindicadores aquaticos, os quais fornecem
respostas complementares na investigacao de efeitos de agrotdxicos nos peixes
(GUEDES et al., 2020).

A resposta ao estresse oxidativo é considerada um mecanismo adaptativo que
permite ao organismo, conviver com o estresse ocasionado mantendo seu estado
normal ou homeostatico. Tal mecanismo é determinado por parametros antioxidantes
e indicadores de estresse oxidativo medidos em tecidos dos organismos analisados
(UCAR et al., 2020).

Embora os agrotdéxicos mesmo em concentragdes baixas e ambientalmente
realistas representem risco aos peixes, ainda sdo escassos os dados referentes aos
parametros de marcadores de estresse oxidativo em peixes diante da exposi¢cao aos
agrotoxicos (BOJARSKI; WITESKA, 2020).

Entre os inseticidas comumente encontrados nos corpos d’agua, encontra-se o

clorpirifés, que foi detectado em produtos agricolas de praticamente todo o mundo
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(ZAHRAN et al., 2018), e o fipronil que é amplamente utilizado no controle de pragas
no Brasil. Ainda que o fipronil tenha potencial de riscos para afetar a nivel
populacional, os seus efeitos indiretos sao raramente levados em consideracdo em
processos de avaliacdo de risco, além disso, ha falta de pesquisa e dificuldade em
identificar e atribuir a causalidade, pois os efeitos indiretos do fipronil podem ser tao
importantes quanto os efeitos diretos em vertebrados (GIBBONS; MORRISSEY;
MINEAU, 2015).

Os estudos que tém como objetivo analisar os efeitos de contaminantes e
poluentes, principalmente os agrotoxicos, no meio ambiente exercem grande
importancia, tendo em vista que a liberagao indiscriminada de produtos toxicos no
meio ambiente € um dos grandes problemas da atualidade (GHISI et al., 2011).

A utilizacdo de organismos vivos como bioindicadores para a avaliagdo de
toxicidade € de suma importancia para realizar a avaliagdo da contaminacdo de
ambientes aquaticos. Da mesma forma, a interpretacdo dos efeitos de impactos
antropogénicos sobre o ambiente por meio da avaliagdo da toxicidade dos compostos
téxicos, é de grande relevancia (IGNACIO, 2018).

Quando as substancias quimicas estao em altas concentragdes, os resultados
se tornam perceptiveis, como por exemplo, a mortalidade de peixes. No entanto, &
possivel que esses produtos também causem alteragdes histoldgicas e fisioldgicas
gue nao sao externalizadas nos organismos ndo-alvo, como 0s peixes sobreviventes
a intoxicagdo aguda (IGNACIO, 2018). Além disso, o primeiro alvo de toxicidade de
um produto, como os pesticidas, é o figado, visto que € um 6érgdo muito sensivel a
contaminantes ambientais, embora os efeitos dos contaminantes possam se
manifestar em vérios érgéos e tecidos do peixe (RODRIGUEZ et al., 2016).

Os impactos ocasionados pelos agrotéxicos podem ser direto — por meio de
sua toxicidade, ou indireto — a redugao da oferta alimentar, por exemplo. Os efeitos
subletais exercidos pelos inseticidas, em concentracbes abaixo de causar
mortalidade, vao desde os efeitos citotdxicos e genotoxicos até interferir na fungao
imune que ira reduzir o crescimento e a reprodugao do individuo. Um dos principais
meios para identificar a toxicidade dos agrotoéxicos nos peixes € a aplicagao de testes
de toxicidade, sendo que os testes padrdo para os pesticidas em vertebrados
terrestres é realizado por meio de um teste agudo com duragao inferior a 96 h. O teste
ocorre por intermédio da exposi¢ao da substancia aos organismos, onde os individuos

recebem o produto em determinadas concentracdes pelo periodo estimado, e apods,
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sdo realizadas as analises que buscam identificar a possivel toxicidade do agrotdxico
(GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015).

Conforme inumeros estudos apontam, o uso inadequado e em excesso de
agrotoxicos causa diversos impactos ao meio ambiente, principalmente aos recursos
hidricos, além disso, sdo poucos os estudos que relatam o efeito toxico da combinagao
de agrotéxicos em peixes. Nesse sentido, os compostos a serem analisados, fipronil
e clorpirifds, ingredientes ativos comumente utilizados no Brasil, podem influenciar
significativamente nas atividades das enzimas de estresse oxidativo (catalase,
glutationa-S-transferase), nas enzimas de osmorregulagdo (Na*, K* - ATPase,
anidrase carbdnica) e na enzima neurocomportamental (acetilcolinesterase).

Considerando que sao poucos os estudos realizados com o tema em questéo,
a presente pesquisa tem por objetivo analisar o efeito téxico da exposi¢do aguda aos
inseticidas fipronil e clorpirifés em tilapia do Nilo, por meio da avaliagao da atividade
das enzimas em branquias, cérebro e figado de tilapia do Nilo, a fim de verificar os
efeitos causados pela exposicdo aguda dos inseticidas clorpirifés e fipronil. Ainda,
buscou-se identificar se a utilizagdo em conjunto dos inseticidas fipronil e clorpirifés
apresentam efeito sinérgico ou antagénico. Ao fim, sera possivel identificar os efeitos
téxicos ocasionados pelos produtos e se a agao em conjunto potencializou ou ndo, os
efeitos nos biomarcadores. Os resultados encontrados serdao de relevancia para a
analise da saude dos peixes, monitoramento ambiental e para o meio cientifico, visto
que ha poucos estudos que abordam esse tema. Destaca-se que é desconhecido
demais estudos que analisaram a toxicidade da mistura de clorpirifés e fipronil em
peixes, tornando-se o presente experimento pioneiro no assunto, possibilitando a

referéncia para estudos futuros.

1.1 AGROTOXICOS

Conforme o inciso | do art. 2° da Lei Federal n. 7.802, de 11 de julho de 1989,

sdo considerados agrotéxicos e afins:

| - agrotdxicos e afins:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢cdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composic¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agao danosa de
seres vivos considerados nocivos;
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b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Entre as classes de agrotoxicos, encontra-se os inseticidas, herbicidas,
fungicidas, acaricidas, rodenticidas, entre outros, e em meio ao grupamento quimico,
destaca-se as principais categorias dos inseticidas: o0s organoclorados,
organofosforados, carbamatos, neonicotindides e piretréides (SANTANA;
CAVALCANTE, 2016).

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama) (2021), o ingrediente ativo clorpirifés ocupou o 10° lugar entre os
ingredientes ativos mais vendidos no ano de 2020, totalizando a venda de 8.864,88
toneladas, sendo dividido em: produgao nacional (5491,40 t), importacao (1439,14 t)
e exportacao (36,08 t). Ja o fipronil, no mesmo ano, ocupou a 43? posi¢cao dos
ingredientes mais vendidos no Brasil, sendo que houve a produgdo nacional de
1555,63 t, importacdo de 503,78 t, exportacdo de 57,58 t, totalizando a venda de
2000,06 t do ingrediente ativo fipronil.

1.1.1 Clorpirifés

O clorpirifés (Figura 1) é um agrotéxico classificado como inseticida
organofosforado, altamente téxico e amplamente utilizado na agricultura, sendo
comumente detectado em corpos hidricos e alimentos, conhecido como responsavel
por ocasionar danos ao sistema nervoso de animais (ANNA et al., 2021; GUL, 2005;

MARQUES, 2019).

Figura 1 — Estrutura molecular do clorpirifos

Fonte: Fu (2022)
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Os agrotoxicos organofosforados sdo bastantes utilizados, desempenhando
um papel importante no processo de produgéo agricola devido aos seus efeitos na
prevencgao da infecgdo por patégenos e no aumento da produtividade. Contudo, no
inicio de sua producdo, ndo foram considerados os efeitos toxicos e a poluicdo
ambiental que decorre da sua utilizagdo. Assim, o uso excessivo de organofosforados
ao longo dos anos desperta interesse para verificar seus perigos para o0 meio
ambiente, principalmente agua e solo, e a saude animal (FU et al., 2022).

Embora o clorpirifés seja um dos inseticidas mais toxicos para o ecossistema
aquatico, apresentando efeitos nocivos sobre o estresse oxidativo em peixes, os
mecanismos de toxicidade para os peixes ainda sdao poucos compreendidos (JIN et
al., 2015; YONAR, 2018).

1.1.2 Fipronil

O fipronil (Figura 2) € um inseticida fenilpirazol (MONTEIRO et al., 2019), sendo
um agrotéxico que elimina pragas e insetos que sao resistentes a organofosforado,
piretréides e carbamatos (MARGARIDO et al., 2013), apresenta uma meia-vida longa
e seus metabdlitos podem persistir por muito mais tempo no ambiente do que o
composto original (GONG et al., 2021).

Figura 2 — Estrutura molecular do fipronil
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Fonte: Trinh (2022)

O fipronil atua como bloqueador dos canais de cloreto junto aos receptores
GABA (FERRO, 2014), intoxicando os animais por meio da acao inibidora no receptor
pos-sinaptico do acido gama-aminobutirico, além disso, quando o fipronil ocasiona a
inibicdo do GABA, ele vai interferir na entrada e saidas de moléculas, como a liberagao
da AChE (IGNACIO, 2018).
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Esse inseticida esta entre os agrotoxicos mais vendidos do mundo, sendo
popular devido a sua alta toxicidade para vertebrados, longa persisténcia, flexibilidade
e facilidade na aplicagao e por sua origem sistémica, a qual garante que se expande
por toda a cultura alvo. Contudo, essas propriedades aumentam a chance de
€eXposicao aos organismos nao-alvo e a contaminagao ambiental (BONMATIN et al.,
2015).

O Brasil detém o titulo de maior produto de cana-de-agucar, sendo esta cultura
amplamente dependente da aplicagdo de agrotoxicos para sua manutencdo. Entre os
produtos quimicos comumente aplicados na cultura de cana de agucar-no-Brasil, o
fipronil € um dos inseticidas que se destaca, motivo pelo qual, as consequéncias
ambientais de sua aplicagdo merecem atengao (GRIPP et al., 2017; MOREIRA et al.,
2021; VIANA et al., 2022). Apesar da relevancia, os estudos que analisam os
mecanismos de acumulacdo e transformacao relacionados ao tempo e tecidos

especificos do fipronil em peixes sao limitados (WANG et al., 2022).

1.1.2.1 Proibi¢do do fipronil

A Resolugao de Diretoria n. 01, de agosto de 2021, da CIDASC — Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina, no seu art. 1° dispde sobre
a proibi¢cao do uso de agrotoéxicos que contenham o principio ativo fipronil na aplicacéao

foliar, no estado de Santa Catarina:

Art. 1° - Proibir em todo territério catarinense, para as modalidades de uso
que envolvam aplicacédo foliar, a prescricdo e a utilizagdo dos produtos
agrotoxicos que contenham em sua formulagao o principio ativo fipronil.
Paragrafo unico - A restricdo de uso previsto no caput deste artigo ndo se
aplica para mudas florestais em ambientes de viveiro (SANTA CATARINA,
2021).

Embora tal restricdo ocorreu no estado de Santa Catarina, ressalta-se que a
Portaria de Consolidacdo GM/MS n. 5, de 28 de setembro de 2017, em seu art. 129
dispbe que: “o0 Anexo XX dispde sobre o controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrao de potabilidade”, sendo que, no referido anexo,
observa-se que o fipronil ndo consta na Tabela de Padrdo de potabilidade para
substancias quimicas que representam risco a saude (BRASIL, 2017).

Contudo, a Portaria GM/MS n. 888, de 4 de maio de 2021, alterou o Anexo XX

da Portaria de Consolidagao GM/MS n. 5/2017. Entre as alteracdes, verifica-se a
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inclusdo do fipronil na Tabela de Padrdo de potabilidade para agrotdxicos e
metabdlitos que representam risco a saude, sendo o Valor Maximo Permitido (VMP)
do parametro fipronil de 1,2 ug/L. Destaca-se que o parametro clorpirifés + clorpirifos-
oxon apresenta o VMP de 30,0 ug/L (BRASIL, 2021).

Ante ao exposto, observa-se que o fipronil apresenta riscos ao meio ambiente,
tendo sido proibida sua aplicagao foliar no estado de Santa Catarina, demonstrando

ser um agrotéxico que merece atencédo quanto ao seu potencial toxicoldgico.

1.2 TILAPIA DO NILO

Os animais aquaticos sao organismos utilizados em monitoramento ambiental
em todo o mundo, pois sdo considerados excelentes modelos genéricos para detectar
alteragcdes no meio ambiente. Entre as espécies de peixes, a espécie Oreochromis
niloticus (Figura 3), popularmente conhecida como tildpia do Nilo, tem sido muito
utilizada para avaliar os danos causados pelos agrotoxicos (CHRISTOFOLETTI et al.,
2015; GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015).

Figura 3 — Oreochromis niloticus

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A tilapia do Nilo € uma espécie com grande distribuicdo em ambientes tropicais,
principalmente na América do Sul, Asia e Africa (CHANDRASEKARA; PATHIRATNE,
2007). E uma espécie amplamente difundida, conhecida em todo o mundo,

fornecendo assim, informagdes Uteis para a avaliagdo de risco ecoldgico (ORUC,
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2010), sendo considerada uma importante espécie indicadora de estudos de
ecotoxicologia (GUNAL et al., 2020).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
(2014), a criacao de tilapia é o tipo de aquicultura mais difundido no mundo, sendo
registrada a sua produgao em 135 paises e territorios em todos os continentes. Em
2018, se tornou a terceira espécie mais produzidas na aquicultura mundial (FAO,
2020).

1.3 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sao indicadores da resposta da exposicdo a qualquer
poluente, toxico, produto quimico ou qualquer outra substancia. Podem ser avaliados
em nivel celular, molecular até ao nivel do ecossistema ou comunidade. Os
biomarcadores podem ser empregados com o objetivo de demonstrar os efeitos
téxicos da substédncia que o organismo foi exposto, como a toxicidade em sua
neurologia, perfis histopatoldgicos, morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos e
hematolégicos (ULLAH et al., 2019).

Umas das formas em que a toxicidade dos agrotdxicos age nos organismos,
como o0s peixes, € por meio do estresse oxidativo. Durante o metabolismo dos
agrotoxicos, sao produzidas espécies reativas de oxigénio, as quais podem oxidar
irreversivelmente as moléculas bioldgicas, originando o estresse oxidativo. Os
antioxidantes agem inibindo o dano oxidativo para neutralizar os radicais livres doando
elétrons, catalisando a quebra ou conversao de espécies oxidativas de oxigénio em
componentes mais estaveis (DEYASHI; CHAKRABORTY, 2016).

Assim, o estresse oxidativo é utilizado como biomarcador sensivel em
avaliacbes ecotoxicoldgicas possibilitando compreender os efeitos adversos
subjacentes. Para resistir ao dano oxidativo e proteger a célula de radicais livres,
diferentes proteinas de estresse sao produzidas, sendo o sistema de defesa oxidante
composto por varios antioxidantes enzimaticos e nédo enzimaticos, e entre os
principais antioxidantes enzimaticos, encontra-se a catalase e a glutationa-s-
transferase. Durante o processo de desintoxicacdo pode ocorrer alteracbes nas
espécies reativas de oxigénio nos componentes enzimaticos no organismo, indicando
biomarcadores de estresse oxidativo na toxicologia dos agrotéxicos. Apesar do fato

que as ceélulas estdo equipadas com mecanismos de defesa antioxidante a fim de
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desintoxicar os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio, ocorre dano celular
quando ha a produgdo de espécies reativas de oxigénio em excesso ou quando o
sistema de defesa antioxidante n&o funciona perfeitamente (DEYASHI;
CHAKRABORTY, 2016; ULLAH et al., 2019).

Ademais, a biotransformacgao e bioacumulagédo sdo processos que modificam
a toxicidade de produtos quimicos que sao facilmente metabolizaveis em organismos
aquaticos. A avaliacdo da toxicidade e a previsao de substancias toxicas facilmente
metabolizadas, pode certamente melhorar com a incorporagao da biotransformacao
na modelagem de bioacumulagdo. Os mecanismos de biotransformacao de
xenobidticos podem causar alteragées significativas no controle de varias fungdes
corporais, fazendo com que os animais se tornem mais vulneraveis. (DOURADO,
2019; LI; YOU; WANG, 2018).

Uma enzima que desempenha papel fundamental na conjuncgao de xenobidtico
e/ou seus metabdlitos, é a glutationa-S-transferase que atua na fase Il do processo
de biotransformacdo, buscando transformar o xenobidtico, a fim de que os peixes
possam excreta-lo. Varios produtos quimicos, como agrotoxicos, induzem a atividade
da glutationa-S-transferase como forma de protecdo para os peixes expostos ao
xenobidtico, tornando essa enzima um 6timo biomarcador para avaliar a presenga de
contaminantes no meio aquatico (BATHIGE et al., 2017; HUANG et al., 2016; NAZ et
al., 2019).

Nao obstante, a atividade da catalase € uma resposta defensiva frente a
producdo de peroxido de hidrogénio durante a desintoxicagdo dos xenobidticos
(HATAMI; BANAEE; HAGHI, 2019).

Além da GST e da CAT, a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) é
umas das enzimas mais conhecidas e utilizada como biomarcador para estudos de
poluicdo ambiental (GUPTA et al., 2014; ORUC, 2012).

A acetilcolinesterase € produzida em neurdnios colinérgicos e secretada na
fenda sinaptica, assim, estd relacionada as membranas dos terminais axonais
colinérgicos. A AChE é considerada como uma enzima de alta eficiéncia catalitica e
alta taxa de hidrélise enzimatica (IGNACIO, 2018). A inibicdo neuromuscular da
acetilcolinesterase leva ao bloqueio da transmissdo neural e ao aumento da
acetilcolina nas terminacdes nervosas, que consequentemente, leva a diferentes

inconsisténcias comportamentais. Essas alteragcbes sao geralmente associadas a
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inibicdo da atividade da acetilcolinesterase nos musculos ou cérebro dos peixes e/ou
no acréscimo no nivel de acetilcolina (ULLAH et al., 2019).

A exposicao aguda a pesticidas organofosforados tem sua toxicidade primaria
associada a inibicdo da acetilcolinesterase nas sinapses colinérgicas e nas jungdes
neuromusculares, pois os agrotéxicos organofosforados inibem a degradacgao
enzimatica do neurotransmissor acetilcolina, prolongando o estado ativado da célula
pos-sinaptica, assim, a AChE é considerada um bom biomarcador de exposi¢ao ao
clorpirifés (ORUGC, 2010; REINWALD et al., 2022).

O processo bioldgico de osmorregulagao € um mecanismo fisico-quimico que
permite as células a perder ou ganhar fluidos, mantendo de forma ativa a quantidade
de eletrélitos e fluidos no organismo com o ambiente, possibilitando que a pressao
osmotica permanega estavel (PASCKE; LANZENDORF, 2017).

Nesse sentido, as enzimas Na*, K* - ATPase e anidrase carbénica (AC) sao
enzimas relacionadas a absorgdo de ions, atuando na regulagdo osmo-idnica nas
branquias dos peixes, sendo de relevante importancia na osmorregulagdo (HWANG;
LEE, 2007; SAKURAGUI; SANCHES; FERNANDES, 2003).

A osmorregulagao e ionorregulagdo em peixes € realizada principalmente pelos
o6rgaos osmorreguladores, como as branquias e rins, sendo que a Na*, K* - ATPase
atua no equilibrio de ions e agua (YANG et al., 2016). A Na*, K* - ATPase, em troca
de dois K* captados do meio extracelular por molécula de ATP hidrolasada, bombeia
trés ions Na* para fora das células, fornecendo, também, forca motriz para demais
atividades osmorregulatérias, como o transporte de outros ions (KANAI et al., 2013).

Por sua vez, a AC é uma metaloenzima amplamente difundida, que exerce um
papel fundamental em varios processos fisioldgicos, catalisando as reagdes
reversiveis do diéxido de carbono e agua: CO2 + H2O—H*"+ HCOs™. Nas branquias, a
AC catalisa a hidratagao reversivel de CO:2 para fornecer HCO3™ e H*, que atuam nos
processos de transporte de ions e fundamentam a regulacao sistémica idnica e acido-
base. Diversos estudos demonstram a sensibilidade da anidrase carbbnica in vivo e
in vitro a exposi¢cao de inumeros agrotoxicos em humanos e na vida selvagem,
fornecendo informagdes sobre o alto potencial de interacdo de AC com inumeras
moléculas de agrotoxicos (GILMOUR, 2012; LIONETTO; CARICATO; GIORDANO,
2020).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo analisar os efeitos individuais e combinados
da exposicao aguda (96 h) aos inseticidas fipronil e clorpirifés por meio da analise de
biomarcadores em branquias, cérebro e figado de peixes da espécie Oreochromis

niloticus.

1.4.2 Objetivos especificos

a) Analisar atividades enzimaticas nos tecidos de tilapia do Nilo, a fim de
identificar os possiveis efeitos toxicos dos agrotoxicos clorpirifos e fipronil,
determinando a atividade da:

a.1) acetilcolinesterase (AChE) no cérebro de Oreochromis niloticus, na
exposicao individual e combinada de fipronil e clorpirifés;

a.2) catalase (CAT) no cérebro, branquias e figado de Oreochromis niloticus,
na exposicao individual e combinada de fipronil e clorpirifos;

a.3) glutationa-S-transferase (GST) no cérebro, branquias e figado de
Oreochromis niloticus, na exposigao individual e combinada de fipronil e clorpirifds;

a.4) anidrase carbdnica (AC) nas branquias de Oreochromis niloticus, na
exposicao individual e combinada de fipronil e clorpirifos;

a.5) Na*, K* - ATPase nas branquias de Oreochromis niloticus, na exposi¢cao
individual e combinada de fipronil e clorpirifés;

b) verificar o efeito sinérgico ou antagénico da combinacdo dos inseticidas

clorpirifés e fipronil.

1.5 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

O presente trabalho é composto por quatro capitulos, além desta introducéo e
conclusao geral, que assim dispdem: trés capitulos que analisam o estresse oxidativo
sob efeito do clorpirifés, fipronil e da mistura de ambos em tilapia do Nilo,

respectivamente, e apds, no quinto capitulo, € analisado a toxicidade do fipronil,



32

clorpirifés e a combinagao de ambos dos inseticidas, no processo de osmorregulagao

da tilapia do Nilo.
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2 EFEITO TOXICO DO INSETICIDA CLORPIRIFOS EM TILAPIA DO NILO

(Oreochromis niloticus)

2.1 INTRODUCAO

O clorpirifés € um agrotoxico organofosforado utilizado no controle de pragas,
sendo um inseticida comum em rios de agua doce (ZAHRAN et al., 2018), encontrado
em produtos de pescas e sistemas agricolas (ORUC, 2010; ORUC, 2012),
apresentando alta toxicidade para os peixes de agua doce (KUMARI, 2020). Além
disso, a utilizacdo abundante de inseticidas organofosforados, como o clorpirifés, vem
gerando um aumento dos niveis residuais desses agrotdéxicos nos ambientes
aquaticos (EL-BOUHY; EL-HAKIM; MOHAMED, 2018).

Atualmente, os organofosforados tornaram-se uma parte indispensavel na
produgao agricola, contribuindo positivamente para o aumento do rendimento das
culturas, até mesmo na vida residencial, onde os organofosforados tornaram-se uma
arma eficaz para a desparasitacao. Embora a utilizacdo desses produtos proporciona
beneficios reais, trazendo inumeras vantagens, os agrotéxicos vém sendo utilizados
sem controle, ignorando as suas consequéncias, fazendo que os efeitos nocivos
gradualmente se destaquem. Apesar de inUmeros paises estarem investindo em
politicas publicas voltadas a conscientizagdo dos agrotoxicos, o uso de
organofosforados inevitavelmente vem causando danos diretos ou indiretos aos seres
humanos e ao meio ambiente (FU et al., 2022).

Tendo em vista que os peixes tém um importante papel na cadeia alimentar, os
estudos dos efeitos toxicos dos agrotoxicos em peixes, como o clorpirifés, possui uma
importancia diagnostica na avaliacao dos efeitos adversos de agrotéxicos para a
saude humana. Ja os efeitos subletais do clorpirifés em ambientes aquaticos podem
causar alteragdes neurocomportamentais, morfolégicas, oxidativas, bioquimicas,
hematoldgicas, histoldgicas, alteragdes de desenvolvimento, entre outras. Além disso,
os efeitos letais podem ocasionar a mortalidade em massa em organismos n&o-alvo
em geral, e peixes em particular (KUMARI, 2020).

Nesse sentido, tém-se que os efeitos de longa duracéo sao causados devido a
exposi¢cao aguda a concentragdes subletais de clorpirifés, gerando efeitos em diversos

mecanismos de defesa dos peixes da espécie tilapia do Nilo (ZAHRAN et al., 2018),
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apresentando-se como um inseticida altamente toxico para esta espécie (HOSSAIN
et al., 2022).

De acordo com Kumari (2020), é evidente que a presenca de clorpirifés em
ambientes aquaticos pode afetar a fauna aquatica de varias maneiras, como
alteragcdes nas propriedades fisico-quimicas da &gua, entrada nas cadeias
alimentares e danos fisioldgicos aos tecidos vitais da fauna aquatica, sendo que a alta
toxicidade do clorpirifos apresenta efeito de ameaca a vida dos peixes em
concentracgoes letais e subletais.

Diante das inumeras possibilidades de efeito toxico ocasionado pela exposigao
do inseticida clorpirifés no ambiente aquatico, o presente estudo busca verificar o
efeito toxico agudo do inseticida clorpirifés em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), por meio das analises de atividade enzimaticas de acetilcolinesterase no
tecido cerebral, da catalase e da glutationa-S-transferase nos tecidos do cérebro,

branquias e figado de Oreochromis niloticus.

2.2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(Cav) da Universidade do Estado de Santa Catarina (Udesc), no Municipio de Lages,
Santa Catarina, Brasil. Para o experimento, utilizou-se juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), adquiridos em piscicultura da regido, com massa de 10,53 *
6,98 g e comprimento de 7,94 + 2,32 cm, os quais foram aclimatados pelo periodo de
36 (trinta e seis) dias, com aeragao e temperatura constante. Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia, sendo que, apés a alimentacao ad libitum dos peixes,

a agua dos aquarios era renovada.

2.2.1 Teste de toxicidade

Decorrido o periodo de aclimatacéo, os peixes foram submetidos aos testes de
toxicidade aguda (96 h), consistindo em cinco grupos distintos (Tabela 1). No teste de
toxicidade foi aplicado o inseticida formulado comercialmente, composto por clorpirifés
(48%) e xilol (50%).

Para a realizagdo do teste de toxicidade, os peixes foram distribuidos

aleatoriamente nos cinco aquarios, contendo 20 L cada, com seis peixes por aquario.
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Durante todo o teste, foi mantido o fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro, com aeragao
constante, pH 8,61 + 0,07, temperatura de 28,00 * 0,32 °C, sendo que a agua dos

aquarios nao foi renovada e os peixes ndo foram alimentados durante todo o periodo

do teste.
Tabela 1 — Concentragdes de clorpirifés para cada grupo
. Quantidade de
Grupo Sigla clorpirifés (ug/L)

Controle CTR 0,00

Clorpirifés 1 C1 0,5
Clorpirifés 2 C2 1
Clorpirifés 3 C3 3
Clorpirifés 4 C4 4

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Posterior ao periodo de 96 h do teste de toxicidade aguda, os peixes foram
eutanasiados e coletados os tecidos: cérebro, branquias e figado. As amostras foram
armazenadas em microtubo do tipo Eppendorf de 1,5 mL e mantidas sob refrigeragéo
até o momento das analises enzimaticas. Todos os tecidos, com o auxilio do agitador
mecanico, foram homogeneizados em solugado de tampéao fosfato de potassio (1,0 M
e pH=7,0).

Inicialmente, realizou-se o teste de toxicidade aguda (96h) com as seguintes
concentracgdes de clorpirifés: 0,015, 0,050, 0,075 e 0,1 mg/L. Contudo, os peixes nao
sobreviveram ao periodo do teste nas maiores concentragdes do composto, havendo
grande mortalidade nas primeiras horas do experimento. Tal concentragao inicial foi
baseada nos estudos realizados por Zahran et al. (2018) e Oruc (2012). Uma
possibilidade para a mortalidade dos peixes no referido teste de toxicidade, seja
devido a presencga da substancia xilol em conjunto com o clorpirifés.

No entanto, nao foram encontrados testes de toxicidade com o xilol em peixes,
motivo pelo qual, sugerimos a realizagédo de estudos futuros com a utilizagao isolada
de xilol no teste de toxicidade aguda em tilapia do Nilo, a fim de verificar seus efeitos
na referida espécie.

2.2.3 Atividade da acetilcolinesterase
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Para a determinacao da atividade da acetilcolinesterase, utilizou-se o tecido do
cérebro de tilapia do Nilo e foi empregado o método de Ellman et al. (1961), que
consiste na determinacao da taxa de producéao de tiocolina.

Como substrato para o ensaio, utilizou-se 100 uL de iodeto de acetilcolina, que
reage com 100 uL do reagente de cor 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), 100 pL
do homogeneizado e 2 mL de tampéo fosfato monopotassio (0,1 M e pH 7,0). Posterior
a misturar os reagentes na cubeta, leu-se a absorbancia a cada 30 segundos durante

2 minutos a 412 nm.

2.2.2 Atividade da catalase

A determinacdo da atividade da catalase foi realizada nos tecidos do cérebro,
branquias e figado, e baseou-se na metodologia proposta por Beutler (1975). O ensaio
consiste na utilizagao de 20 pL da amostra de tecidos ja homogeneizados em tampao
fosfato de potassio (1,0 M e pH=7,0), 20 yL de perdoxido de hidrogénio e 2 mL de
solugao tampéo (composto por Tris HCI 1M e EDTA 5 mM), que séo adicionadas em
cubeta de quartzo de 4 mL. Posterior, leu-se a cinética em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 240 nm.

2.2.4 Atividade da glutationa-S-transferase

A determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase foi realizada nos
tecidos do cérebro, branquias e figado, e baseou-se na metodologia proposta por
Keen, Habig e Jakoby (1976), consistindo na complexacédo de glutationa reduzida
(GSH) com o substrato (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno), que é catalisada pela GST
presente na amostra.

Para tanto, preparou-se o tampao de reagao, que consiste no tampao fosfato
de potassio (0,1 M e pH 7,0), que é composto por fosfato de potassio monobasico e
fosfato de potassio dibasico. Diluiu-se o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em &lcool,
e a GSH no tampao fosfato de potassio.

No ensaio, utilizou-se a cubeta de 4 mL e adicionou-se 2 mL do tampao de
reacao, 20 uL de CDNB, 20 pL de glutationa reduzida (GSH) e 20 yL da amostra. Leu-

se a amostra em espectrofotdmetro, em 340 nm.
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2.2.5 Analise de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas nas amostras de cérebro, branquias e
figado, com base no método de biureto, que consiste na utilizagdo do reagente de
biureto (composto por sulfato de cobre, citrato trissédico, carbonato de sdédio e
hidroxido de sédio) que reage com as proteinas da amostra, formando um complexo
corado de corado de cor azul, sendo proporcional a concentragao proteica da amostra.

Nas cubetas de 4 mL, acrescentou-se 2 mL do reagente de biureto (marca
Labtest) e 50 uL do homogeneizado das amostras. Ademais, preparou-se o padrao
contendo 2 mL do reagente de biureto (40 mg/L) e 0,2 mL do reagente de cor. Leu-se

0 padrao e o teste em espectrofotometro em 545 nm.

2.2.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica, os resultados obtidos de cada atividade enzimatica
foram expressos em média e desvio padréo. Os resultados foram avaliados pelo teste
de Shapiro-Wilk, a fim de verificar se sua distribuicao é semelhante a uma distribuicéo
normal. Conseguinte, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), objetivando
identificar as possiveis diferencas entre os grupos, considerando valor-p<0,05, e apos,
ao teste de comparacao das médias encontradas, mediante a utilizacdo do teste de
Tukey, que analisou a diferenga minima significativa entre as médias, apontando quais
diferem entre si, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Ademais, para
os testes em que foi constatado a heterocedasticidade, realizou-se a transformacéao
dos dados, conforme proposta por Box e Cox (1964). A analise estatistica foi

desenvolvida mediante a utilizacado dos softwares SAS e R Studio.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Atividade da acetilcolinesterase

2.3.1.1 Cérebro

A atividade da AChE no cérebro de Oreochromis niloticus sob o efeito do

clorpirifés pelo periodo de 96 h € demonstrada na Figura 4. Os resultados do teste de
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toxicidade quando submetidos a ANOVA demonstram que o inseticida clorpirifos
afetou a atividade da AChE, tendo em vista que a diferenca foi significativa (p<0,05).
Na concentragdo C4, se comparada com C2, ocorreu a inibigdo significativa da
atividade da AChE, e, embora estatisticamente ndo houve diferencga, observou-se que
ocorreu o aumento da atividade da AChE em C2 e C3, e, em C4 ocorreu a reducao
da atividade da AChE, se comparada com o grupo controle. Conforme Fuller et al.
(2021), o clorpirifés induz toxicidade por meio da inibigdo da acetilcolinesterase, a qual

esta relacionada a alteragdes no desenvolvimento de natagéo de peixes.

Figura 4 — Atividade da AChE no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Situacao similar ao presente estudo foi observada no experimento realizado por
JIANG et al. (2022), em peixes zebras, no qual constataram que atividade da AChE
no tecido do cérebro foi inibida em 56,9% na exposicao ao clorpirifés, se comparada
ao controle. Falfushynska et al. (2022) também constataram que atividade da AChE
no cérebro de peixe zebra exposta ao clorpirifés foi inibida em todas as concentracdes

testadas do inseticida.
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De acordo com Kavitha e Rao (2008), a inibicdo da AChE que ocasiona o
acumulo de acetilcolina nas jungdes sinapticas, pode estar correlacionada com o
comportamento locomotor observadas nos peixes expostos ao clorpirifés.

Narra et al. (2017) observaram que, em Clarias batrachus expostas ao
clorpirifés na concentragao de 1,65 mg/L por um periodo de 15 dias, a atividade da
AChE foi inibida no cérebro em 50% em comparagédo ao controle, sendo restaurada
gradualmente até o dia 30.

A atividade cerebral da AChE em carpa comum, sob efeito da exposicdo ao
clorpirifés, diminuiu significativamente (HATAMI; BANAEE; HAGHI, 2019). Em
Poecilia reticulata expostas ao clorpirifés a atividade cerebral da AChE também foi
inibida (SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011). No estudo realizado por Jin et al.
(2015), a atividade da AChE em larvas de peixes zebra foi menor se comparada com
o controle.

Neste trabalho, observou-se que a concentragao C2 e C3 tende a aumentar a
atividade cerebral da AChE em tilapia do Nilo exposta ao clorpirifés. Esse aumento da
atividade da AChE também foi constatado por Bonifacio et al. (2016) em Cnesterodon
decemmaculatus expostas ao clorpirifés nas concentragoes de 0.0084 uL/L e 0.00084
ML/L.

Ja em Daphnia magna a atividade da AChE nao foi afetada pela exposig¢ao de
clorpirifos (FERRARIO et al., 2018). Os peixes das espécies Cnesterodon
decemmaculatus e Cheirodon interruptus quando expostos ao clorpirifés nao
apresentaram alteragdes significativas na atividade cerebral da AChE (BONIFACIO et
al., 2017).

Orug (2010) determinou a concentragdo de 98,67 pg/L e 154,01 pg/L para a
CLso de clorpirifés para juvenis de tilapia do Nilo. Logo, analisou concentragdes
subletais de clorpirifés-etilico (5, 10 e 15 ppb) por 15 e 30 dias, e em seguida, os
peixes permaneceram em agua limpa por 15 dias. Os dados demonstraram que o
clorpirifés em concentragdes baixas é capaz de causar inibicao de 45,83 a 77,28% da
atividade da AChE no tecido das gbnadas, sendo que os peixes foram incapazes de
superar o estresse a altas concentracdes de clorpirifds, necessitando de 15 dias a
mais para se recuperar, concluindo que o clorpirifés € capaz de induzir estresse
oxidativo em O. niloticus.

No estudo realizado por Fuller et al. (2021), buscou-se verificar o potencial de

transferéncia trofica de clorpirifés para Hyalella azteca (crustaceo) resistente a
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organofosforado para o predador Menidia beryllina, em duas temperaturas (18 e 23
°C) por 7 dias. Os peixes alimentados com H. azteca dosados com clorpirifés variaram
de 29,9 a 1250 ng/g de lipidios cerebral da AChE em peixes alimentados com Hyalella
azteca na temperatura de 2 °C, demonstrando o potencial de transferéncia trofica,
sendo que a maior bioacumulagdo ocorreu em peixes alimentados a 18 °C. Houve
reducédo de 36,5% na atividade a 3 °C. Assim, o estudo demonstrou o potencial de
transferéncia tréfica de clorpirifés de presas resistentes a organofosforado para os
peixes predadores, bem como o potencial de temperaturas elevadas para estimular

os efeitos neuroldgicos do clorpirifés.

2.3.2 Atividade da catalase

2.3.2.1 Cérebro

A atividade da CAT no cérebro de tilapia do Nilo apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando os resultados foram submetidos ao teste da
ANOVA (p<0,05). No teste de toxicidade, observa-se que ocorreu inibicao da atividade
da CAT nos tratamentos C1 e C3 no cérebro de tilapia do Nilo na exposi¢cao ao
clorpirifés, quando comparadas com C2, porém, quando comparados ao grupo
controle, ndo ha diferenga estatisticamente significativa (Figura 5).

Situagao similar ao presente estudo foi constatada por Xing et al. (2012), que
analisaram a atividade da CAT no tecido cerebral de carpa capim apds a exposi¢cao
de 40 (quarenta) dias e observaram a inibicao da atividade enzimatica da catalase.
Bonifacio et al. (2017) relataram a inibi¢ao da atividade cerebral da CAT em Cheirodon
interruptus sob a exposicdo ao clorpirifés. A atividade cerebral da CAT em
Heteropneustes fossilis também diminuiu significativamente sob a exposigdo ao
clorpirifés (TRIPATHI; SHASMAL, 2010).

No entanto, ha estudos que observaram a ativacdo da atividade da CAT no
cérebro de peixes quando expostos ao clorpirifés. No cérebro de Poecilia reticulata, a
atividade da CAT aumentou significativamente apds a exposi¢ao de 96 h ao clorpirifds
(SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011). Jin et al. (2015) verificaram que a
atividade da CAT aumentou significativamente quando as larvas do peixe. Daphnia
magna quando expostas ao clorpirifés induziram o aumento da atividade da CAT
(FERRARIO et al., 2018).
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Figura 5 — Atividade da CAT no cérebro de Oreochromis niloticus apés a exposi¢gao

ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Jiang et al. (2022) analisam a atividade da CAT no tecido cerebral de peixe
zebra apds a exposicdo de clorpirifdés e observam que a atividade nao sofreu
mudancas significativas. Em larvas de peixe-zebra, a exposi¢cdo ao clorpirifés (200
Mg/L) ndo trouxe mudanca significativa entre tratamentos na atividade da CAT (ZHAO
et al., 2022). Ja a atividade cerebral de CAT em Cnesterodon decemmaculatus, nao
foi detectada (BONIFACIO et al., 2017).

2.3.2.2 Brénquias

No presente estudo, tilapias do Nilo quando exposta ao clorpirifés pelo periodo
de 96 h, a atividade da CAT nas branquias apresentou os resultados expostos na
Figura 6, os quais foram submetidos a ANOVA e apresentaram diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05). Na concentracdo C4, a atividade da CAT

diminuiu significativamente, quando comparada com C1.
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Figura 6 — Atividade da CAT nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposi¢ao ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Sob a exposicao de clorpirifés, a atividade da CAT nas branquias de Cyprinus
carpio carpio diminuiu significativamente (YONAR et al., 2012). A atividade da CAT
nas branquias em Heteropneustes fossilis foi inibida quando expostas ao clorpirifos
(TRIPATHI; SHASMAL, 2010). Yonar (2018) também verificou a inibicao significativa
da CAT em branquias de carpa comum sob a exposi¢cao do clorpirifés.

Ja Sharbidre, Metkari e Patode (2011) observaram o aumento da atividade da
CAT nas branquias de Poecilia reticulata quando expostas ao clorpirifds.

No entanto, apds a exposi¢cdo ao clorpirifés, a atividade da catalase nas
branquias no peixe zebra ndo apresentou diferengas significativas (JIANG et al.,
2022). Os peixes da espécie Cheirodon interruptus quando expostos ao clorpirifés n&o
apresentaram diferengca estatisticamente significativa na atividade da CAT nas
branquias (JIANG et al., 2022). A atividade da CAT nas branquias de Cnesterodon
decemmaculatus também nao sofreu mudangas sob a exposi¢cdo do clorpirifés
(BONIFACIO et al., 2017).
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Zahran et al. (2018) analisaram as alteragdes imunotoxicas, hematoldgicas e
patoldgicas na tilapia do Nilo, durante e apds a exposicao a clorpirifés (48%) em duas
concentragdes (15 e 75 ug/L) por 14 dias, seguidos de 2 semanas de recuperagao,
fornecendo informagdes importantes sobre os efeitos toxicos do clorpirifos aos peixes.
Entre os resultados, verificou-se que nas branquias a atividade da CAT diminuiu
significativamente na maior concentragao de clorpirifés, e posterior a recuperagao, o
nivel de CAT nao apresentou mudangas significativas entre os grupos.

Em um cenario diferente, Chen et al. (2021) analisaram carpas comuns
(Cyprinus carpio L.) expostas ao clorpirifés em concentragdes de 1,16 ug/L, 11,6 pg/L
e 116 ug/L, sendo que, no 30° dia, as branquias foram coletadas para analise. Nas
observagdes ultraestruturais e histopatoldgicas foi possivel observar caracteristicas
de necrose e lesdo inflamatdria nos grupos tratados com clorpirifés. Tal experimento
concluiu que a exposicdo ao clorpirifés promoveu lesdo inflamatéria e evocou

necroptose em branquias de carpa comum.

2.3.2.3 Figado

Realizado o teste toxicidade aguda com o inseticida clorpirifés, a atividade da
CAT no figado de tilapia do Nilo apresentou os resultados dispostos na Figura 7.
Observa-se que clorpirifés na concentragdo C4 apresentou inibigdo significativa da
atividade da CAT, se comparada com as demais concentracdes testadas. Ademais,
os resultados quando submetidos a ANOVA apresentaram diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, demonstrando que o clorpirifés interfere na
atividade enzimatica da catalase no figado de tilapia do Nilo.

A inibicao da atividade hepatica da CAT também foi observada em peixes de
diversas espécies sob a exposicao do clorpirifés. Em Heteropneustes fossilis, ocorreu
a inibicdo da atividade hepatica da CAT quando os peixes foram expostos ao
clorpirifés (TRIPATHI; SHASMAL, 2010).

A atividade da CAT no figado de Cyprinus carpio carpio foi inibida
significativamente sob a exposi¢ao de clorpirifés (YONAR et al., 2012). Cnesterodon
decemmaculatus quando expostas ao clorpirifés, apresentaram inibicao da atividade
da CAT no figado (BONIFACIO et al., 2017). A atividade hepatica da CAT em carpa
comum sob a exposigao do clorpirifés, nas concentragdes de 0,040 e 0,080 mgi/L,
também foi inibida significativamente (YONAR, 2018).
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Figura 7 — Atividade da CAT no figado de Oreochromis niloticus apos a exposi¢cao ao

clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

ApOs a exposicao a clorpirifos em 15 e 75 ug/L por 14 dias, seguidos de 2
semanas de recuperagdo, Zahran et al. (2018) analisaram a atividade da CAT no
figado de tilapia do Nilo e constaram que a atividade da CAT aumentou em ambos os
casos, sendo significativa na maior concentracao de clorpirifés, se comparada com o
controle. A atividade hepatica da CAT em Poecilia reticulata também foi aumentada
sob a exposi¢ao ao clorpirifés (SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011).

Cnesterodon decemmaculatus quando exposta ao clorpirifés, foi verificado o
aumento significativo da atividade da CAT no figado se comparada ao controle
(BONIFACIO et al., 2016). A atividade da CAT no figado de carpa capim aumentou
significativamente quando exposta a clorpirifos (HATAMI; BANAEE; HAGHI, 2019). A
atividade hepatica da CAT em Clarias batrachus também foi significativamente ativada
sob efeito da exposicao de clorpirifés (NARRA et al., 2017).

Além disso, em alguns estudos foi observado que o clorpirifés ndo afetou
significativamente a atividade hepatica da CAT. Nesse sentido, peixes zebra quando

expostos ao clorpirifés ndo apresentaram diferengas significativas na atividade da
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CAT no do figado (JIANG et al., 2022). A atividade da CAT no figado de Cheirodon
interruptus nao apresentou alteragdes significativas apds a exposi¢cao ao clorpirifos
(BONIFACIO et al., 2017).

Quanto a presenca de clorpirifés nos recursos hidricos, no estudo realizado por
Chierichetti et al. (2021), Callorhinchus callorynchus foram coletados nas aguas
costeiras da Argentina, nos quais foram verificados a acumulagdo de poluentes
organicos persistentes e clorpirifds. Os resultados do experimento demonstraram que
essa espécie pode concentrar os poluentes e o clorpirifés no musculo, gbnadas e

figado, refletindo um histérico recente de contaminagao nos seus tecidos.

2.3.3 Atividade da glutationa-S-transferase

2.3.3.1 Cérebro

Tilapia do Nilo apés exposta ao clorpirifés por 96 h, para o cérebro, apresentou
os resultados constantes na Figura 8. Os resultados dos testes de toxicidade aguda
foram submetidos a ANOVA (p<0,05) e ndo apresentaram diferencas significativas.
Quando as médias foram submetidas ao teste de Tukey (p<0,05), também n&o houve
diferenga estatisticamente significativa.

Embora a estatistica ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa
entre os testes realizados, observa-se que ocorreu uma pequena inibigao da atividade
enzimatica em C1 e C2, seguido por um leve aumento em C3 e C4.

Similar ao observado no presente estudo, a atividade da GST cerebral de
Poecilia reticulata quando exposta ao clorpirifés, foi inibida na menor concentracéo de
clorpirifés, e aumentou gradualmente com o aumento da concentragao de clorpirifos
(SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011).

Outrossim, no cérebro de Cnesterodon decemmaculatus, a atividade da GST
nao foi detectada (BONIFACIO et al., 2017).

Jiang et al. (2022) verificaram que a exposigdo ao clorpirifés ndo ocasionou
diferenca estatisticamente significativa na atividade da GST no tecido cerebral de
peixe zebra quando exposto ao clorpirifos. Apds a exposicao de clorpirifés, a atividade
cerebral da GST em Cnesterodon decemmaculatus nao sofreu diferenca
estatisticamente significativa (BONIFACIO et al., 2016). A atividade da GST também
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nao apresentou mudangas no tecido cerebral de Cheirodon interruptus frente a
exposicao de clorpirifés (BONIFACIO et al., 2017).

Figura 8 — Atividade da GST no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente (p>0,05).

A pesquisa realizada por EI-Bouhy, EI-Hakim e Mohamed (2018), considerou a
concentragao subletal (1,32 e 2,64 pg/L) de clorpirifés (48% de pureza) na exposigao
de 96 h de alevinos de O. niloticus que levou o imunolégico, bioquimico e DNA a
interferir com o antioxidante de defesa. Entre os resultados, os autores observaram
declinio antioxidantes, representado pela glutationa. Por fim, concluiram que
exposicao cronica de juvenis de tilapia do Nilo ao clorpirifés possui potencial para
causar efeitos nocivos, sendo que, depois de 8 semanas houve 35 e 60% de
mortalidade dos peixes.

Orug¢ (2010) analisou a atividade da GST de juvenis de tilapia do Nilo em
concentragdes subletais de clorpirifos-etilico (5, 10 e 15 ppb) por 15 e 30 dias, a apds
a recuperacao em agua limpa por 15 dias. A atividade da GST nos tecidos gonodais

nao foi afetada pela exposi¢ao do clorpirifés nos primeiros 15 dias, mas diminuiu em
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todas as concentragdes apos 30 dias exposigao ao inseticida, e apos o periodo de

depuracao, foi observada recuperacgao significativa da atividade enzimatica.

2.3.3.2 Brénquias

Os resultados da atividade enzimatica da GST no tecido das branquias apés a
exposicado aguda ao clorpirifés, foram expostos na Figura 9. Os resultados quando
submetidos ao teste da ANOVA n&o apresentaram diferenga estatisticamente
significativa, demonstrando que o inseticida clorpirifés ndo provocou alteragdes
significativas nas branquias de tilapia do Nilo. Todavia, os resultados foram analisados
pelo teste de Tukey (p<0,05) e ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
as médias do teste de toxicidade aguda, porém, em C2, C3 e C4 ¢ possivel observar

um leve aumento da atividade da GST.

Figura 9 — Atividade da GST nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposig¢ao ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente (p>0,05).

Nao obstante, em branquias de peixes zebra, a exposi¢cdo ao clorpirifés nao
afetou significativamente a atividade da GST (JIANG et al., 2022). Bonifacio et al.
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(2016) também verificaram que a atividade da GST no tecido das branquias de
Cnesterodon decemmaculatus nao sofreu alteragdes significativas na exposicéo ao
clorpirifés, mas observaram uma tendéncia na ativagao da atividade enzimatica da
GST. Sob o efeito de clorpirifés, a atividade da GST n&o apresentou mudancas
significativas nas branquias de Cheirodon interruptus (BONIFACIO et al., 2017).

Outrossim, a atividade da GST foi alterada significativamente no tecido das
branquias de Cnesterodon decemmaculatus apdés a exposi¢cdo ao clorpirifos
(BONIFACIO et al., 2017).

Zahran et al. (2018) observaram que nas branquias de tilapias do Nilo, quando
exposta ao inseticida clorpirifés (15 e 75 ug/L) por 14 dias, e posterior, 2 semanas de
recuperacgao, ocorreu inibicdo significativa de GST em ambas as concentragdes de
clorpirifés, sendo a maior inibicdo na menor concentracdo. Apos a recuperacido, nao
houve diferengas significativas entre os grupos. Em larvas de peixe zebra, a atividade
da GST diminuiu significativamente se comparada ao controle (JIN et al., 2015).

Nas branquias de Poecilia reticulata, a atividade da GST aumentou na dose
com menor concentragcao de clorpirifés, e na maior concentragcdo do inseticida, a
atividade da GST foi inibida (SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011).

A atividade da GST em branquias de carpa comum aumentou
significativamente apds a exposicao dos peixes ao clorpirifés (YONAR, 2018). Em
Daphnia magna sob a exposi¢ao ao clorpirifés, a atividade da GST também foi ativada
(FERRARIO et al., 2018).

Ja a pesquisa realizada por Ghayyur et al. (2019), apresentou resultados que
revelam a exposicdo ao pesticida clorpirifés por 96 h em diferentes concentracbes
(0.25,0.75 e 1.25 ppb) que causam diversas alteragdes, como o aumento significativo
dos eritrocitos, glicemia e nivel de cortisol, enquanto ocorre a diminuicdo dos
leucdcitos, proteina total, plaquetas e triglicerideos no Oreochromis mossambicus,
confirmando que a presenga de clorpirifés no ecossistema aquatico é téxica para O.

mossambicus.

2.3.3.3 Figado

Os resultados da atividade enzimatica da GST no tecido do figado apés a

exposicao aguda ao clorpirifés foram apresentados na Figura 10. Os resultados dos

testes foram submetidos a ANOVA e apresentaram diferengas estatisticamente
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significativas. Ademais, quando analisados pelo teste de Tukey (p<0,05), C4
apresentou diferengas significativas dos demais testes, sendo que, em C4, ocorreu o
aumento estatisticamente significativo da atividade enzimatica GST.

O aumento da atividade da GST também foi constatado em peixes de espécies
diversas. Em carpa comum sob o efeito do clorpirifés, a atividade da GST no figado
foi ativada significativamente (YONAR, 2018). Em Poecilia reticulata, a atividade
hepatica da GST foi ativada gradualmente conforme aumentada a dose de clorpirifos
(SHARBIDRE; METKARI; PATODE, 2011). Amiri et al. (2018) observaram aumento
significativo do mRNA hepatico de GST em truta arco-iris apdés a exposicdo ao

clorpirifés (concentragdes de 0,00 a 160 ug/L).

Figura 10 — Atividade da GST no figado de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Zahram et al. (2018) observaram a atividade da GST em tilapia do Nilo apds a
exposicao ao clorpirifés, nas concentragdes de 15 e 75 ug/L por duas semanas,
seguidos de 2 semanas de recuperagao, e constataram que a atividade da GST no

figado de peixe zebra foi inibida nas concentragdes de 0,1 ug/L e 3 pg/L de clorpirifds,
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quando comparada ao grupo controle, e apds a recuperagao, nao houve diferencga
estatisticamente significativa (FALFUSHYNSKA et al., 2022).

Em larvas de peixe-zebra quando exposta ao clorpirifés (200 ug/L), Zhao et al.
(2022) observaram que ocorreu o aumento da atividade GST, sendo que, o clorpirifos
em conjunto com a catequina, ocasionaram a inibicdo da atividade GST, indicando
que a catequina reduziu o estresse oxidativo de larvas de peixe-zebra expostas ao
clorpirifés. No figado de Clarias batrachus, a atividade da GST foi ativada apds a
exposicao de clorpirifés pelo periodo de 15 dias (NARRA et al., 2017).

Botté et al. (2012) analisaram a atividade da GST no figado de juvenis de
Acanthochromis polyacanthus apds a exposicdo de 96 h ao clorpirifés em
concentragdes de 1, 10 ou 100 ug/L, e constataram que a atividade da GST nao foi
afetada significativamente pela presengca de clorpirifés. Em Cnesterodon
decemmaculatus, a atividade hepatica da GST nado apresentou alteracdes
significativas sob o efeito do clorpirifos (BONIFACIO et al., 2017).

Em peixes zebra, nado foi verificado diferenga estatisticamente significativa da
atividade da GST no figado apds a exposi¢céo ao inseticida clorpirifos (JIANG et al.,
2022). Cheirodon interruptus sob o efeito de clorpirifés nao apresentou alteragdes
significativas da atividade de GST hepatica (BONIFACIO et al., 2017).

Bonifacio et al. (2016) analisaram a atividade de GST no figado de Cnesterodon
decemmaculatus apds a exposicao de clorpirifés e verificaram que a atividade
enzimatica nao sofreu alteragdes significativas, porém, observaram uma tendéncia na
inibicao da GST.

Diante da diferenga da atividade enzimatica observada entre as espécies, de
acordo com Botté et al. (2012), € possivel que a resposta da atividade da GST diante
da exposi¢cao ao clorpirifos seja dependente da espécie, pois, diferentes espécies
podem utilizar mecanismos diferentes para reagir a exposigao de clorpirifés. Além
disso, a atividade da GST pode depender da duragao da exposicao do agrotoxico.

Ademais, EI-Bouhy et al. (2016) realizam experimentos para analisar a resposta
de tilapia do Nilo: coletaram agua de duas pisciculturas, na qual analisaram o nivel de
clorpirifés por meio de cromatografo gasoso; determinacéao de toxicidade aguda (96
h); e resposta imune de tilapia do Nilo na exposicdo de clorpirifés. Assim,
demonstraram que a CLso de clorpirifés foi de 0,07 mg/L (analisaram 0-0,18 mg/L de
clorpirifés) e que a concentracdo de clorpirifés (0,008, 0,0035 e 0,0016 mg/L de
clorpirifos que representa 1/8, 1/20 e 1/43 de CL50) alterou os parametros



51

imunoldgicos (globulina total, imunoglobulina M, lisozima, éxido nitrico, atividade
fagocitica e interlucina-1) de tilapia do Nilo. Por fim, concluiram que o inseticida
clorpirifés tem efeito toxico, bem como alterou os parametros imunolégicos de O.

niloticus.

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, verifica-se que o
clorpirifés afetou significativamente a atividade da AChE no cérebro de tilapia do Nilo,
sendo observado a ativagdo enzimatica nas menores concentragdes, e a inibigao
enzimatica na maior concentragéo de clorpirifés.

Referente a atividade da catalase, constatou-se que em todos os tecidos
analisados o clorpirifés afetou significativamente a atividade enzimatica. A atividade
hepatica da catalase foi inibida significativamente na maior concentracédo, sendo
observado a inibicdo da catalase também no tecido das branquias sob a exposicéo de
maior concentragao de clorpirifés.

Quanto a atividade enzimatica da glutationa-S-transferase, observou-se que
apenas no figado houve alteragdes significativas, onde foi aumentada na maior
concentracao de clorpirifos.

Assim, infere-se que o inseticida clorpirifés provocou o estresse oxidativo em
Oreochromis niloticus, inibindo significativamente as atividades enzimaticas da
acetilcolinesterase e catalase.

Considerando que sado encontrados poucos estudos na area, sugere-se que
novos estudos sejam realizados com a espécie Oreochromis niloticus, analisando
demais atividades enzimaticas de estresse oxidativo e sob a exposigéo prolongada ao
inseticida clorpirifés, a fim de melhor avaliar os riscos ocasionados ao ambiente

aquatico sob a sua exposicao.
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3 EFEITO TOXICO DO INSETICIDA FIPRONIL EM TILAPIA DO NILO

(Oreochromis niloticus)

3.1 INTRODUCAO

O fipronil é um inseticida fenilpirazol que inibe os receptores de acido gama-
aminobutirico em insetos, tornando-se um agrotdxico de amplo espectro e eficaz,
amplamente utilizado na agricultura em todo o mundo, bem como, em medicamentos
veterinarios, no tratamento de animais e prevengao de infestagdes de ectoparasitas
em animais de estimacgao e bovinos. No entanto, esse inseticida possui potenciais
consequéncias ecotoxicologicas (ARDESHIR et al., 2017; EADIEA et al., 2020b;
WANG et al., 2016; WU et al., 2021).

A utilizagdo do fipronil para a protecdao de plantagdes e animais esta
ocasionando uma variedade de efeitos toxicos em seres humanos e animais,
principalmente apds o aumento significativo de seu uso, trazendo uma preocupagao
crescente para a populagédo. Assim, é indispensavel que sejam estudados os efeitos
téxicos e o mecanismo do fipronil, a fim de proteger o meio ambiente de seus efeitos
nocivos (WANG et al., 2016). Considerando que o fipronil estda sendo aplicado
indiscriminado e conduzindo a poluigdo ambiental e representando risco a saude
publica, a deteccao precoce do fipronil € fundamental para prevenir os efeitos
deletérios em organismos ndo-alvo (TRINH et al., 2022).

O fipronil € comumente adsorvido em sedimentos nos ambientes aquaticos
(DEIU et al., 2021b) e, devido ao amplo uso e seus efeitos toxicos, o fipronil torna-se
uma ameacga aos ambientes aquaticos e interfere no desenvolvimento de espécies
nao-alvo, representando uma ameaca aos organismos aquaticos (EADIEA et al.,
2020b). Desse modo, o fipronil pode ser detectado nos ambientes aquaticos proximos
as regides em que o agrotoxico foi aplicado (EADIE et al.,, 2020a) e, em casos
extremos, como em derramamento acidentais e uso ilegal de fipronil, que podem levar
a altas concentragdes no meio ambiente (WAGNER et al., 2017).

Ainda, ha evidéncias crescentes que o fipronil pode ocasionar diversos efeitos
téxicos em animais, como os efeitos hepatotdoxicos, neurotoxicos, reprodutivos e
citotoxicos em vertebrados. Os recentes estudos sugerem que o estresse oxidativo

esta relacionado com inumeras toxicidades induzidas por fipronil. No entanto, existem
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poucas revisdes que abordam a toxicidade deste composto com relagdo ao estresse
oxidativo (WANG et al., 2016).

Ademais, atua como antagonista dos receptores de acido gama aminobutirico,
ocasionando uma superexcitacdo no sistema nervoso central, apresentando
toxicidade relativamente alta para os peixes (EADIE et al., 2020a).

Assim, o presente estudo apresenta como objetivo, a verificacdo do efeito
téxico do inseticida fipronil em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por meio das
andlises das atividades enzimatica da acetilcolinesterase no cérebro, catalase e
glutationa-S-transferase no cérebro, branquias e figado da referida espécie, sob efeito

da exposicao de 96 h ao inseticida fipronil.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agroveterinarias (Cav) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (Udesc), localizado no Municipio de Lages,
Santa Catarina, Brasil. Foram utilizados peixes juvenis do espécime Oreochromis
niloticus, obtidos em piscicultura da regido, com massa de 7,61 + 436 g e

comprimento de 7,57 + 1,30 cm, sendo aclimatados pelo periodo de 36 dias.
3.2.1 Teste de toxicidade

Posterior ao periodo de aclimatagao, os peixes foram submetidos aos testes de
toxicidade aguda (96 h), consistindo em cinco grupos distintos (Tabela 2). Para o teste,

foi utilizado composto comercial contendo fipronil (2,5%).

Tabela 2 — Concentracgdes de fipronil para cada grupo

Grupo Sigla Quantidade (mg/L)
Controle CTR 0,00
Fipronil 1 F1 0,12
Fipronil 2 F2 0,16
Fipronil 3 F3 0,32
Fipronil 4 F4 0,64

Fonte: Autora (2023).

Os peixes foram dispostos aleatoriamente nos aquarios de vidro contendo 20

L, sendo cada grupo composto por seis individuos. Manteve-se o fotoperiodo de 12 h
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claro: 12 h escuro, com aeracgao constante, pH 8,62 + 0,05 e temperatura de 28,00 +
0,32 °C. Durante o teste, os peixes nao foram alimentados e a agua dos aquarios nao
foi renovada.

Ap0s o periodo do teste de toxicidade aguda, os peixes foram eutanasiados, e
os tecidos cérebro, branquias e figado coletados e armazenados em microtubo tipo
Eppendorfde 1,5 mL, e apds, mantidos sob refrigeracao até a realizagao das analises
enzimaticas. Ademais, os tecidos cérebro, branquias e figado foram homogeneizados
em solugdo de tampéo fosfato de potassio (1,0 M e pH=7,0), mediante auxilio de

agitador mecanico.

3.2.3 Atividade da acetilcolinesterase

O método para a determinagao da atividade da acetilcolinesterase fundamenta-
se no trabalho de Ellman et al. (1961), consistindo na determinacdo da taxa de
producao de tiocolina. A acetilcolinesterase foi determinada apenas para o tecido do
cérebro.

Como substrato, foi utilizado 100 L de iodeto de acetilcolina, que reage com
100 pL do reagente de cor DTNB, 100 uL do homogeneizado e 2 mL de tampéao fosfato
monopotassio (0,1 M e pH 7,0). Apds misturar os reagentes na cubeta, a absorbancia

foi lida a cada 30 segundos durante 2 minutos a 412 nm.

3.2.2 Atividade da catalase

A determinacdo da atividade da catalase segue metodologia proposta por
Beutler (1975), sendo analisada nos tecidos de branquias, cérebro e figado. Utilizou-
se 20 yL das amostras de tecidos ja homogeneizados em tampao fosfato de potassio
(1,0 M e pH=7,0), 20 pL de perodxido de hidrogénio e 2 mL de solugao tampao (Tris
HCI 1M e EDTA 5 mM), em cubeta de quartzo de 4 mL e, apds, verificou-se a cinética

em espectrofotometria no comprimento de onda de 240 nm.

3.2.4 Atividade da glutationa-S-transferase

A determinacao da atividade da glutationa-S-transferase é fundamentada pelo

meétodo desenvolvido por Keen, Habig e Jakoby (1976), consistindo na complexagao
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de glutationa reduzida com o substrato CNDB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) que é
catalisada pela GST (presente na amostra).

Para o tampé&o de reacgado, tampao fosfato de potassio (0,1 M e pH 7,0), utilizou-
se o fosfato de potassio monobasico e fosfato de potassio dibasico. O 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) foi mistura com alcool, e a glutationa reduzida (GSH) no
tampao fosfato de potassio. Em uma cubeta de 4 mL, adicionou-se 2 mL do tampao
de reacdo, 20 yL de CDNB, 20 yL de GSH e 20 pL da amostra, que foi lida em
espectrofotometro, em 340 nm. A atividade da GST foi determinada para todos os

tecidos analisados.

3.2.5 Analise de proteinas totais

Na determinagao de proteinas totais, utilizou-se o método de biureto, no qual o
reagente de biureto (composto por sulfato de cobre, citrato trissédico, carbonato de
sédio e hidréxido de sodio) reage com as proteinas da amostra e forma um complexo
corado de corado de cor azul, sendo proporcional a concentragao proteica da amostra.
Essa etapa foi realizada para todos os tecidos analisados.

Em cubetas de 4 mL, adicionou-se 2 mL do reagente de biureto (marca Labtest)
e 50 uL do homogeneizado das amostras, bem como, preparou-se o padrao contendo
2 mL do reagente de biureto (40 mg/L) e 0,2 mL do reagente de cor. Leu-se o padréao

e o teste em espectrofotbmetro em 545 nm.

3.2.6 Analise estatistica

Os resultados de cada atividade enzimatica foram expressos na forma de
média e desvio padrao. De partida, a fim de analisar se os resultados representavam
uma distribuicdo normal, realizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Considerando que, em
alguns tratamentos, foi constatado a heterocedasticidade entre os grupos, procedeu-
se com a transformacao dos dados, conforme proposta por Box e Cox (1964). Apds,
todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5%, buscando identificar as possiveis diferengas entre cada grupo,
seguido do teste de comparagao das médias obtidas nos ensaios com a utilizagao do
Teste de Tukey, o qual analisou a diferenga minima significativa entre as duas médias,

apontando quais diferem entre si, considerando o nivel de significancia de 5%
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(p<0,05). As analises estatisticas foram elaboradas com o auxilio dos softwares SAS
e R.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Atividade da acetilcolinesterase

3.3.1.1 Cérebro

A atividade da AChE no cérebro de tilapia do Nilo sob a exposicdo aguda de
fipronil esta demonstrada na Figura 11. Os resultados quando submetidos a ANOVA,
apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), sendo que, em F3
ocorreu a inibicao significativa da atividade enzimatica da AChE quando comparada
com F1. Embora ndo haja diferenca estaticamente entre todos os grupos contendo
fipronil e o grupo controle, é possivel observar a inibicdo da atividade da AChE
paralelo ao aumento da concentragao do fipronil.

Situacado similar ao presente estudo ocorreu no experimento realizado por
Moreira et al. (2021), que observaram que a atividade da AChE em peixe zebra
diminuiu significativamente sob efeito das maiores concentragdes de fipronil. Deiu et
al. (2021b) também constataram que o fipronil promoveu estresse oxidativo em
Prochilodus lineatus, evidenciado pela diminui¢cao da atividade cerebral da AChE, bem
como, ocorreu a diminuicao significativa da capacidade antioxidante. Em tilapia do
Nilo, a atividade cerebral da AChE foi inibida significativamente apds a exposicao de
96 h ao fipronil na concentracéo de 0,1 m/L (FREITAS, 2020).

No estudo realizado por Ignacio (2018), o fipronil causou altas taxas
(aproximadamente 70%) de inibicdo da atividade da AChE no cérebro e, taxas mais
baixas (20 a 35%) no musculo, de pacu e de tilapia. Os valores de concentracbes
foram de até 0,61 mg/L de fipronil para o pacu e de até 0,15 mg/L para a tilapia, sendo
que causaram até 50% de mortalidade da amostra.

Em carpas expostas ao fipronil, a atividade da AChE no cérebro e musculo do
espécime diminuiu significativamente (MENEZES et al., 2016). Em Prochilodus
lineatus, a atividade cerebral da AChE foi inibida significativamente apds a exposi¢céo

de fipronil na maior concentracdo (100 ug/L) (DEIU et al., 2021a).
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Figura 11 — Atividade da AChE no cérebro de Oreochromis niloticus apos a

exposic¢ao ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Apés 15 dias de exposigao ao fipronil, a atividade da AChE diminuiu 47% em
relacdo ao controle, no cérebro de alevinos de Cyprinus carpio (GUPTA et al., 2014).
A atividade da AChE no cérebro de truta arco-iris também foi inibida quando exposta
ao fipronil, sendo que a inibicdo aumentou conforme crescia a concentragao do fipronil
(UCAR et al., 2021b).

Em uma perspectiva diferente, Huang et al. (2016) analisaram os efeitos toxicos
em Gambusia affinis em dois rios urbanos, no qual, dos 11 agrotoxicos detectados,
fipronil, diclorvos e butacloro apresentaram nivel de deteccédo de 40%. No cérebro do
espécime, a atividade da AChE foi inibida significativamente, sendo correlacionada
negativamente com as concentrag¢des de fipronil no ambiente aquatico.

Resultados diferentes ao experimento em questdo, foi registrado em
Hyphessobrycon eques que, sob efeito do fipronil, ndo foram observadas alteragbes
significativas na atividade da AChE quando comparada ao grupo controle (Moreira et
al.,, 2021). A atividade cerebral da AChE em Pseudorasbora parva nao sofreu

diferenga estatisticamente significativa ap6s a exposigao do fipronil (LI et al., 2020). A
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atividade da AChE no cérebro de jundia também nao sofreu alteragdes significativas
sob efeito do fipronil, porém, no tecido do musculo foi observado a inibicdo enzimatica
da AChE (MENEZES et al., 2016).

Ja em juvenis de Prochilodus Lineatus, exposto a duas concentragdes (5,5 e
82 pg/kg) de sedimentos enriquecidos com fipronil, a atividade da AChE nao sofreu
alteragdes significativas na menor concentragao de fipronil, quando comparada ao
controle, mas na maior concentracdo de fipronil, a atividade enzimatica diminuiu
significativamente (DEIU et al., 2021b).

Outrossim, ha registro de ativagdo da atividade enzimatica, como ocorreu no
estudo realizado por Sanahuja et al. (2020), no qual a atividade da AChE no cérebro
de Dicentrarchus labrax aumentou apds a exposi¢ao de 14 dias ao fipronil, bem como
apo6s o periodo de depuragado (7 dias), ja nas branquias do organismo, n&do houve
alteragdes significativas na atividade enzimatica da AChE. No musculo de peixe zebra,
a atividade da AChE também foi aumentada apds a exposi¢ao ao fipronil (VIANA et
al., 2022).

Ante ao exposto, observa-se que, na maioria dos estudos citados, ocorreu a
inibicdo da atividade cerebral da AChE nos peixes expostos ao inseticida fipronil,

demonstrando que o fipronil afeta negativamente a atividade desse neurotransmissor.

3.3.2 Atividade da catalase

3.3.2.1 Cérebro

A atividade da catalase no cérebro de tilapia do Nilo apds a exposicao de 96 h
ao inseticida fipronil estd apresentada na Figura 12. Os resultados quando submetidos
a ANOVA apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05),
demonstrando que o fipronil afetou a atividade enzimatica da CAT, sendo que, em F2
ocorreu a inibicdo da atividade enzimatica quando comparado com o grupo controle.
Além disso, é possivel observar uma leve inibigao da atividade da CAT em todas as
concentracbes quando comparadas ao controle, embora nao haja diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos.

Comportamento semelhante ao presente estudo foi constatado em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), que foram expostas ao fipronil em quatro concentragées

(0,0; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/L), onde ocorreu a inibicdo significativa da atividade cerebral
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da CAT em todas as concentragdes, se comparadas ao grupo controle, aumentando
a inibicdo em paralelo ao crescimento da concentracéo de fipronil (UCAR et al.,
2021b).

Ja a atividade da CAT de corpo inteiro em peixe zebra permaneceu inalterada
apo6s a exposicao ao fipronil pelo periodo de 96 h (VIANA et al., 2022).

Figura 12 — Atividade da CAT no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢ao

ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

3.3.2.2 Branquias

Sob o efeito da exposi¢cao ao fipronil, a atividade da CAT nas branquias de
tildpia do Nilo é apresentada na Figura 13. Os resultados quando submetidos a
ANOVA demonstraram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), sendo que,
em F2 ocorreu a inibicdo enzimatica da catalase, se comparada com os demais grupos
de tratamento, e em F1, quando comparado ao grupo controle, ocorreu a ativagao da
atividade da CAT.



60

Resultado semelhante foi constatado por Ucgar et al. (2020), que analisaram o
efeito a exposicdo de 96 h ao fipronil (0,05; 0,1 e 0,2 mg/L) em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), e observaram a inibicdo da atividade da CAT nas branquias,
conforme aumentava a dose do inseticida. Nas branquias de peixe zebra, a atividade
da CAT também diminuiu significativamente sob a exposigao de fipronil (VIANA et al.,
2022).

Figura 13 — Atividade da CAT nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposicao ao fipronil no periodo de 96 h
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Ja a atividade da catalase nas branquias de Cyprinus carpio nao sofreu
alteragdes significativas quando exposta ao fipronil (GUPTA et al., 2014), sendo que
nas branquias de Prochilodus lineatus, a atividade da CAT apds a exposi¢ao ao fipronil
também nao apresentou mudangas significativas quando comparada ao grupo
controle (PORTRUNELI et al., 2021). A atividade da CAT em branquias de tilapia do
Nilo nao foi alterada apds a exposigao ao fipronil por 96 h (FREITAS, 2020).



61

3.3.2.3 Figado

A atividade hepatica da catalase em tilapia do Nilo € exposta na Figura 14,
sendo que os resultados quando submetidos a ANOVA apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). Observa-se que em F1, F2 e F3 ocorreu a
ativagao significativa da atividade catalase, quando comparadas com o controle, e,
em F4 foi constatado a inibigdo significativa da atividade enzimatica da CAT, se

comparada aos grupos F2 e F3.

Figura 14 — Atividade da CAT no figado de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente (p>0,05).

Semelhante ao estudo em questao, a atividade hepatica da CAT em truta arco-
iris foi inibida conforme aumentava a concentragao de fipronil (UCAR et al., 2020). Em
carpas expostas ao fipronil, a atividade hepatica da catalase foi inibida aos 7 dias em
41%, em 30 dias em 62% e, em 90 dias, ocorreu a inibicao de 94%, se comparada ao
controle (CLASEN et al., 2012). Do mesmo modo, El-Murr et al. (2016) constataram
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que a atividade da CAT no figado de carpa comum diminuiu significativamente apos
a exposicao ao fipronil.

N&o obstante, tal situacao foi detectada em peixes da espécie Cyprinus carpio
(carpa comum) que foram expostos na presencga de fipronil, em condi¢des de campo
de arroz, por 7, 30 e 90 dias. A concentracao detectavel de fipronil foi visivel até 45
dias apds a aplicagéo, sendo que a atividade da catalase no figado foi inibida em 7,
30 e 90 dias. Com o referido estudo, Clasen et al. (2012) observaram que a resposta
a exposicao do fipronil desenvolveu estresse oxidativo nos peixes e alteragbes nos
parametros bioquimicos em diferentes tecidos da carpa comum, porém, nao foi
detectado mudancas significativas no crescimento ou sobrevivéncia da carpa comum.

Ja a atividade hepatica da CAT em Dicentrarchus labrax nao sofreu alteracoes
significativas em duas temperaturas (13 e 18 °C), sob a exposi¢céo antes do fipronil,
apo6s 7 e 14 dias de exposicao ao fipronil. Contudo, diminuiu significativamente apos
7 dias de depuracdo (DALLARES et al., 2020). Em tilapia do Nilo expostas ao fipronil
por 96h, ndo foi identificado diferenga estatisticamente significativa na atividade
hepatica da CAT (FREITAS, 2020).

Por outro lado, no estudo realizado por GUPTA et al. (2014), no figado de

Cyprinus carpio, a atividade da catalase aumentou apds a exposicao ao fipronil.

3.3.3 Atividade da glutationa-S-transferase

3.3.3.1 Cérebro

A atividade cerebral da GST em tilapia do Nilo sob a exposi¢do do fipronil
apresentou diferenga estatisticamente significativa quando os resultados foram
submetidos a ANOVA (p<0,05), sendo que, em F1 houve o aumento significativo da
atividade enzimatica, quando comparada ao controle (Figura 15). Embora
estatisticamente ndo haja diferenga, observa-se uma tendéncia no declinio da
atividade da GST, nas concentracdes F2, F3 e F4.

O aumento da atividade enzimatica da GST também foi observada em peixe
zebra, no qual a atividade da GST de corpo inteiro foi ativada sob efeito do fipronil
(VIANA et al., 2022). Ja no estudo realizado por Wu et al. (2014), foi analisado o efeito

do fipronil em juvenis de peixe zebra, nas concentragdes de 2, 4 e 20 pg/L de fipronil,
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sendo que, no cérebro de peixe zebra a atividade da GST nao sofreu alteragbes

significativas sob efeito do fipronil.

Figura 15 — Atividade da GST no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao fipronil no periodo de 96 h
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3.3.3.2 Brénquias

Em branquias de tildpia do Nilo sob efeito do fipronil, a atividade da GST
apresentou os resultados expostos na Figura 16, os quais foram submetidos a ANOVA
e apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Em F2, quando
comparado com F1, verifica-se a ativagdo enzimatica da catalase e apds, em F3 e F4,
um leve declinio da atividade se comparado ao grupo controle, embora ndo haja
diferenga estatisticamente entre eles.

Efeito semelhante foi observado nas branquias de Prochilodus lineatus, onde a
atividade da GST foi ativada sob efeito do fipronil quando comparada ao grupo
controle (PORTRUNELI et al., 2021). A atividade da GST também foi ativada nas
branquias de peixe zebra sob o efeito de fipronil (VIANA et al., 2022).
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Figura 16 — Atividade da GST nas branquias de Oreochromis niloticus apds a

exposicao ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Ja em outras espécies de peixes, observou-se, também, que nao ocorreu
alteracdes estatisticamente significativas na atividade enzimatica da GST sob
exposicao ao fipronil, como foi constatado nas branquias de carpa, onde a atividade
da GST néo sofreu alteragao significativa sob a exposicao ao fipronil (MENEZES et
al., 2016). Sob o efeito da exposicéo ao fipronil, a atividade da GST nas branquias de
peixe zebras também nado sofreu alteracdes significativas (WU et al., 2014). A
atividade da GST em branquias de jundia nao sofreu interferéncias significativas sob
efeito do fipronil, porém, no musculo, houve a inibigao enzimatica da GST (MENEZES
et al., 2016). Nas branquias de tildpia do Nilo, a atividade da GST nao sofreu

diferencgas significativas apds a exposi¢ao ao inseticida fipronil (FREITAS, 2020).

3.3.3.3 Figado
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A atividade da GST no figado em tilapia do Nilo frente a exposi¢ao ao fipronil é
apresentada na Figura 17. Os resultados quando submetidos a ANOVA néao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), demonstrando que o
fipronil ndo ocasionou mudancas na atividade hepatica, de tal modo que, o teste de
Tukey confirma que n&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os

tratamentos e o grupo controle.

Figura 17 — Atividade da GST no figado de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) e letras
iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente (p>0,05).

Do mesmo modo, em tilapias do Nilo, a atividade hepatica da GST nao sofreu
modificacdes sob efeito da exposicao ao fipronil (FREITAS, 2020). A atividade
hepatica da GST em peixes zebra nao sofreu altera¢des significativas sob a exposigcao
de fipronil (WU et al., 2014). No figado de Cyprinus carpio, a atividade da GST né&o
apresentou diferengas significativas aos 7, 30 e 90 dias de exposicdo ao fipronil
(CLASEN et al.,, 2012). No figado e intestino de Pseudorasbora parva, nao foi
detectado diferenga significativa na atividade da GST sob efeito do fipronil (LI et al.,
2020).
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Ja a atividade hepatica da GST em jundias foi inibida apds a exposi¢cao de
fipronil (MENEZES et al., 2016). No figado de carpa comum, a atividade da GST
também diminuiu significativamente apos a exposigédo ao fipronil (EL-MURR et al.,
2016). Ugar et al. (2021a) analisaram a atividade da catalase no tecido sanguineo de
truta arco-iris e observaram a inibigao da atividade da CAT sob a exposi¢ao do fipronil.

Ao contrario, a atividade da GST no figado de carpa foi ativada sob a exposigéao
de fipronil (MENEZES et al., 2016). Em Dicentrarchus labrax, a atividade da GST no
figado aumentou significativamente apds 14 dias de exposigéao ao fipronil e apds 7
dias de depuragao, ndao havendo diferenga estatisticamente significativa apos 7 dias
sob efeito do fipronil (DALLARES et al., 2020). Nao obstante, a atividade hepatica da
GST em Gambusia affinis aumentou na maioria dos locais de amostragem em dois
rios urbanos, no qual foi detectado a presenca de fipronil, diclorvos e butacloro em
40% (HUANG et al., 2016).

Assim, observa-se que, embora a exposi¢cao ao fipronil por 96 h em tilapia do
Nilo ndo provocou alteragao enzimatica da GST hepatica no presente estudo, diversos

estudos apontam alteragdes significativas da GST em outras espécies de peixes.

3.4 CONSIDERAGOES FINAIS

No experimento em tela, constatou-se que tilapias do Nilo expostas ao
inseticida fipronil pelo periodo de 96 h sofreram estresse oxidativo, sendo observado
a inibicdo da atividade cerebral da acetilcolinesterase, alteragdes estatisticamente
significativas da atividade da catalase em todos os tecidos, ocorrendo a inibicdo nos
tecidos do cérebro e branquias, bem como, interferéncias na atividade da GST no
cérebro e nas branquias das tilapias do Nilo.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, verifica-se que o inseticida
fipronil possui potencial toxico para o ambiente aquatico, ressaltando-se que se trata
de um produto que apresenta riscos aos organismos nao-alvo do agrotoxico. Assim,
0 uso desse inseticida deve ser realizado com cautela, respeitando as distancias
estabelecidas para a aplicagdo do mesmo préximo aos corpos hidricos, uma vez que,
demonstra-se que este inseticida apresentou efeito toxico a espécie Oreochromis
niloticus.

Ainda, considerando que foram encontrados poucos estudos relacionados aos

efeitos toxicos do inseticida fipronil, recomenda-se que novos experimentos sejam
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realizados, buscando analisar os biomarcadores em diferentes espécies sob 0 mesmo
cenario, a fim de identificar se o efeito dessa substancia pode ser mais tdxico para

determinadas espécies.
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4 POSSIVEIS EFEITOS DA MISTURA DOS INSETICIDAS CLORPIRIFOS E
FIPRONIL EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

4.1 INTRODUCAO

O aumento populacional, a crescente necessidade de alimentos e as restricdes
nas areas cultivadas conduziu a utilizagdo excessiva de agrotdxicos, sendo esses
compostos utilizados para prevenir a destruicdo de culturas. Contudo, a utilizagao
indiscriminada de agrotoxicos leva a toxicidade dessas substancias para os seres
humanos e animais, ameacgando a natureza e o ecossistema. Além disso, diversos
agrotoxicos sdo utilizados em combinagdes, o que resulta na presenga de varios
residuos de agrotoxicos e, possivelmente, toxidade conjunta (ABDOLLAHDOKHT et
al., 2022; LOURTHURAJ; HATSHAN; HUSSEIN, 2022; ZHANG et al., 2022).

Entre os agrotdxicos mais utilizados no Brasil, encontra-se o clorpirifés e o
fipronil. O clorpirifés € um inseticida organofosforado, considerado téxico, embora
bastante utilizado nas atividades agricolas (IHSAN; EDWIN; YANTI, 2019). Por sua
vez, o fipronil, inseticida fenilpirazol, € conhecido por prejudicar a inibigdo regular dos
impulsos nervosos, sendo que, pode resultar em paralisia e morte de insetos
(MONTEIRO et al., 2019). O fipronil pode ocasionar impactos diretos — por meio da
toxicidade, ou indiretos — reduzindo sua suplementacdo alimentar entre os
vertebrados, assim, uma grande variedade de efeitos subletais podem acontecer,
tornando-se um risco para os peixes sensiveis (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU,
2015).

Assim, com o aumento da aplicagdo de agrotoxicos convivemos com uma seria
ameaca a saude humana e a biodiversidade. Esses produtos quimicos de uso agricola
podem afetar negativamente a saude humana e o meio ambiente, e geralmente
ocorrem misturas toxicas e risco a saude, prevalecendo a mistura de agrotoxicos na
natureza, uma vez que, no cultivo de uma mesma cultura, sao utilizados diversos
agrotoxicos e os mesmos acabam se misturando, e assim, prevalecendo. Desse
modo, quando se visa uma avaliagao realista na analise de toxicidade, os efeitos dos
agrotéxicos em conjunto devem ser levados em consideragéo, tornando a avaliagao
do risco ambiental mais realista (FALFUSHYNSKA et al., 2022; KUNWAR et al., 2021;
SINHA et al., 2022).
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Os agrotéxicos no sistema aquaticos provém de inumeras fontes, ocasionado
uma mistura de agrotdxicos no meio aquatico, e assim, a presenga combinada desses
compostos em recursos hidricos pode ser prejudicial para a saude dos organismos
aquaticos, principalmente para os peixes (KUNWAR et al., 2021; NAZ et al., 2019;
SINHA et al., 2022).

Nesse sentido, considerando que os ambientes aquaticos, localizados
préximos a locais da agricultura convencionais, estdo expostos a diversos agrotoxicos,
€ necessario que seja identificado possiveis interagées que modifiquem seus efeitos
quando os agrotéxicos sdo misturados (MENA et al., 2022). Logo, as analises dos
parametros de estresse oxidativo em peixes podem ser relevantes para verificar os
efeitos da exposigao da misturas de inseticidas (BEVILAQUA et al., 2020), uma vez
que, a exposi¢cao combinada de agrotoxicos pode ocasionar importantes alteragdes
nas enzimas antioxidantes de peixes, entre elas, as enzimas da CAT e GST,
exercendo, assim, grande relevancia para serem utilizadas como biomarcadores para
identificar os efeitos toxicos dos agrotoxicos em corpos hidricos (NAZ et al., 2019).

O presente estudo tem como objetivo verificar os efeitos toxicos da
combinagdo dos inseticidas clorpirifés e fipronil em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), por meio da analise das atividades enzimaticas da acetilcolinesterase no
tecido cerebral, catalase e glutationa-S-transferase nos tecidos cerebral, branquial e
hepatico de tilapia do Nilo expostas aos referidos agrotoxicos pelo periodo de 96

horas.

4.2 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(Cav) da Universidade do Estado de Santa Catarina (Udesc), localizado no Municipio
de Lages, Santa Catarina, Brasil.

A pesquisa foi realizada com juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
adquiridos em piscicultura da regidao, com massa de 10,88 + 6,54 g e comprimento de
8,52 + 2,16 cm. Os peixes foram aclimatados por 36 (trinta e seis) dias, com aeracao
e temperatura constante, sendo realizada a alimentagao ad libitum e troca de agua

por duas vezes ao dia.
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4.2.1 Teste de toxicidade

Apos o periodo de aclimatagdo, os peixes foram submetidos aos testes de
toxicidade aguda (96 h), sendo distribuidos em cinco grupos distintos, conforme
demonstrado na Tabela 3. Para o teste de toxicidade, utilizou-se duas formulacdes
comerciais, uma contendo fipronil (2,5%) e outra, composta por clorpirifés (48%) e
xilol (50%).

Tabela 3 — Concentragdes de clorpirifos e fipronil para cada grupo

. Quantidade (mg/L) Quantidade (%)
Grupo Sigla Clorpirifés  Fipronil  Clorpirifés  Fipronil
Controle CTR 0,00 0,00 - -
Mistura 1 M1 0,015 0,12 11,11 88,89
Mistura 2 M2 0,03 0,16 15,79 84,21
Mistura 3 M3 0,05 0,32 13,51 86,49
Mistura 4 M4 0,06 0,64 8,57 91,43

Fonte: Autora (2023).

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em cinco aquarios, contendo 20 L
cada, com 6 individuos por aquario. Durante as 96 h do teste de toxicidade aguda,
manteve-se o fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro, com aeracao constante, pH 8,55
1 0,18, temperatura de 28,00 + 0,32 °C. Ademais, os peixes nao foram alimentados e
a agua dos aquarios nao foi renovada durante o teste.

Apos o teste de toxicidade aguda, os peixes foram eutanasiados e os tecidos:
cérebro, branquias e figado foram coletados e armazenados em microtubo tipo
Eppendorf com capacidade de 1,5 mL, e apds, foram mantidos sob refrigeracéo, até
a realizagdo das analises. Com o auxilio do agitador mecanico, os tecidos foram
homogeneizados em solugao de tampao de fosfato de potassio (1,0 M e pH=7,0).

Insta ressaltar que, inicialmente, realizou-se o teste de toxicidade aguda
somando as concentracdes de clorpirifés e fipronil utilizada nos capitulos 2 e 3, ou
seja, clorpirifés na quantidade de 0,015, 0,050, 0,075 e 0,1 mg/L; e fipronil na
quantidade de 0,00, 0,12, 0,16, 0,32 e 0,64 mg/L.

Contudo, da mesma forma que ocorreu com o primeiro teste de toxicidade com
o inseticida clorpirifés (capitulo 2), ocorreu alta taxa de mortalidade dos individuos nos
aquarios que continha o clorpirifés na quantidade de 0,075 e 0,1 mg/L, motivo pelo

qual, repetiu-se o teste de toxicidade, acrescentando concentracbes menores de
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clorpirifés (0,03 e 0,06 mg/L), nos quais todos os individuos sobreviveram durante o

periodo do teste.

4.2.2 Atividade da acetilcolinesterase

Empregou-se a metodologia proposta por Ellman et al. (1961) para determinar
a atividade da acetilcolinesterase, que consiste na determinacao da taxa de produgao
de tiocolina. O substrato do ensaio € composto por 100 uL de iodeto de
acetilcolina, que reage com 100 pyL do reagente de cor DTNB, 100 pL do
homogeneizado e 2 mL de tampéo fosfato monopotassio (0,1 M e pH 7,0). Misturou-
se os reagentes na cubeta de 4 mL e leu-se a absorbéancia a cada 30 segundos
durante 2 minutos, no comprimento de onda de 412 nm. A analise da atividade da

acetilcolinesterase foi realizada apenas no tecido do cérebro de tilapia do Nilo.

4.2.3 Atividade da catalase

Para a determinacdo da atividade da catalase, foi utilizado a metodologia
proposta por Beutler (1975), que consiste na utilizagdo de 20 yL das amostras de
tecidos ja homogeneizados em tampao fosfato de potassio (1,0 M e pH=7,0), 20 pL
de peroxido de hidrogénio e 2 mL de solugao tampao (composto por Tris HCI 1M e
EDTA 5 mM). Os reagentes foram adicionados em cubeta de quartzo de 4 mL e leu-
se a cinética em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 240 nm. A atividade

da catalase foi determinada para os tecidos cérebro, branquias e figado.

4.2.4 Atividade da glutationa-S-transferase

A atividade da glutationa-S-transferase foi determinada para todos os tecidos
analisados com base na metodologia proposta por Keen, Habig e Jakoby (1976). O
ensaio consiste na completacao de glutationa reduzida com o substrato (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno), que é catalisada pela GST que esta presente na amostra.

Assim, preparou-se o tampao de reacdo, que consiste no tampéao fosfato de
potassio (0,1 M e pH 7,0), composto por fosfato de potassio monobasico e fosfato de
potassio dibasico. O 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) foi juntado ao alcool, e a
glutationa reduzida (GSH) no tampé&o fosfato de potassio. Utilizou uma cubeta de 4
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mL, onde foi adicionado 2 mL do tamp&o de reacéo, 20 uL de CDNB, 20 uL de GSH

e 20 pL da amostra, que foi lida em espectrofotdmetro, em 340 nm.
4.2.5 Analise de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas com o emprego do método de biureto,
que consiste na utilizagdo do reagente de biureto, que € composto por sulfato de
cobre, citrato trissodico, carbonato de sédio e hidroxido de sédio. O reagente de
biureto reage com as proteinas da amostra, formando um complexo corado de corado
de cor azul, sendo proporcional a concentragao proteica da amostra.

Determinou-se a proteinas totais dos tecidos cerebral, branquial e hepatico, e,
para tanto, em cubetas de 4 mL, adicionou-se 2 mL do reagente de biureto (marca
Labtest) e 50 yL do homogeneizado das amostras. Para o padréao, utilizou-se o padrao
contendo 2 mL do reagente de biureto (40 mg/L) e 0,2 mL do reagente de cor. As

leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, em 545 nm.
4.2.6 Analise do sinergismo e antagonismo

A interagao de sinergismo e antagonismo na mistura dos inseticidas clorpirifos
e fipronil foi analisada apés o calculo do efeito esperado e do efeito observado,
aplicando o modelo de agéo independente proposto por Gottardi et al. (2017), que

assim dispde:

Fipronil  Clorpirifés
Controle X Controle

Efeito esperado =

(1)

Na equacéao acima (1), € considerando os efeitos da exposi¢cao ao clorpirifés e
ao fipronil, de forma individual, em relacdo aos respectivos grupos controle, para
encontrar o efeito esperado (EE). Na equacéao abaixo (2) € demonstrado o calculo do
efeito observado (EO), que é o efeito obtido da mistura de clorpirifés e fipronil, em

relagado ao grupo controle.

Efeito ob do = Mistura 5
eito observado = Controle (2)
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A determinagao de sinergismo e antagonismo ocorreu pela relagao de efeito
esperado por efeito observado, onde EO>EE indica sinergismo e OE<EE indica

antagonismo, de acordo com Portruneli et al. (2021).

4.2.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos de cada atividade enzimatica analisada foram expressos
nas formas de média e desvio padrao, e foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk
com o objetivo de verificar se os dados possuem uma distribuicdo similar a uma
distribuicdo normal. Nos testes de toxicidade em que foi constatado a
heterocedasticidade, realizou-se a transformacgao dos dados propostos por Box e Cox
(1964). Conseguinte, os resultados foram submetidos a ANOVA (valor-p<0,05 ), a fim
de verificar as possiveis diferencas entre os testes de toxicidade e apds, realizou-se
o teste de comparagao das médias obtidas, com o uso do teste de Tukey, que buscou
analisar a diferenga minima significativa entre médias, apontando quais diferem entre
si, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Nessa etapa da analise

estatistica, utilizou-se os softwares Excel, SAS e R.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Atividade da acetilcolinesterase

4.3.1.1 Cérebro

Os resultados da atividade cerebral da AChE em tilapia do Nilo apds a
exposicao aguda aos inseticidas fipronil e clorpirifés (mistura) sdo expostos na Figura
18. Os referidos resultados foram submetidos a ANOVA e apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), sendo que, em M1 ocorreu a ativagdo da
atividade cerebral da AChE, quando comparada aos demais grupos. Embora nao haja
diferenca estatisticamente significativa, em M3 é possivel observar uma leve inibigédo
da atividade enzimatica.

Registro da inibicdo da atividade da AChE sob a exposicdo combinada de

agrotoxico foi constatada por Jiang et al. (2022) que, na mistura de clorpirifés e 1,1-
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dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno (p,p'-DDE), observaram que a atividade da AChE

no cérebro de peixe zebra foi inibida significativamente em 60,6%.

Figura 18 — Atividade da AChE no cérebro de Oreochromis niloticus apos a

exposicao combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

A atividade cerebral da AChE em peixes zebra também diminuiu
significativamente sob efeito da exposigdo combinada de clorpirifés e glifosato em
todas as concentragdes testadas dos agrotéxicos (FALFUSHYNSKA et al., 2022).
Hatami, Banaee e Haghi (2019) observaram a inibigdo da atividade da AChE no
cérebro de carpa capim sob a exposi¢ao combinada de clorpirifés e polietilenoglicol.

Bonifacio et al. (2016) analisaram o efeito toxico do clorpirifés e do glifosato
em Cnesterodon decemmaculatus, durante a exposi¢cao nas concentracoes de 0,0084
ML/L e 0,00084 pL/L de clorpirifés, e 0.2 e 2 mg/L de glifosato, bem como as
combinagdes dos dois agrotoxicos, durante seis semanas, e constataram que a
mistura de clorpirifés e glifosato ndo afetou significativamente a atividade cerebral da
AChE em Cnesterodon decemmaculatus.
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Situacdo semelhante ao ocorrido no presente estudo, observado em M1, foi
constatado por VIANA et al., (2022), quando testou a mistura de fipronil e 2,4-D, em
peixe zebra e verificou aumento da resposta da AChE no musculo.

Por outra perspectiva, Reinwald et al. (2022), utilizando embrido de peixe-
zebra, caracterizaram as respostas transcriptbmicas a uma variedade de
concentracdes subletais de seis inseticidas direcionados a nervos € musculos com
diferentes modos de ac&o primarios especificos (abamectina, carbaril, clorpirifos,
fipronil, imidaclopride e metoxicloro). Utilizaram concentragdes de fipronil de 0,5-464
Mg/L e de clorpirifés de <10 ug/L, sendo a pureza das substancias de 299 e 298%,
respectivamente. Os autores analisaram os fatores biolégicos afetados e identificaram
candidatos a biomarcadores para um conjunto de inseticidas direcionados a nervos e
musculos que atuam pelos modos de acdo, sendo que o clorpirifés tem como modo
de acao a inibicdo da AChE e o fipronil possui 0 modo de agao de antagonista do

canal de cloreto fechado GABA.

4.3.2 Atividade da catalase

4.3.2.1 Cérebro

A atividade cerebral da CAT em tilapia do Nilo sob efeito da exposicdo a
combinagao de fipronil e clorpirifés é apresentada na Figura 19. Os resultados do
experimento foram submetidos a ANOVA, onde foi constatado a diferenca
estatisticamente significativa, sendo que, em M1 ocorreu aumento significativo da
atividade da CAT, se comparada aos demais grupos testados.

Situacao similar ao presente experimento foi constatada apds a exposi¢ao da
mistura de clorpirifés e p,p'-DDE, onde a atividade da CAT no cérebro de peixe zebra
aumentou significativamente (JIANG et al., 2022).

Outrossim, sob efeito da combinacado de clorpirifés e endosulfan, a atividade
cerebral da CAT em Labeo rohita foi inibida significativamente apds a exposi¢céo de
96 h aos agrotoxicos, além disso, a atividade da CAT nos musculos de Labeo rohita
sob efeito da mistura dos dois agrotéxicos também diminuiu significativamente (NAZ
etal., 2019).
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Figura 19 — Atividade da CAT no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h

TE 160 3
5
(1]
—
§ 1401
B
O
[14]
sl
o 1201
E
[=]
=
g x
5 1004
®
o b
£
™~
O 801
T
5 b
5 50 b b
|& -
O
B 40 | ——
© [ 1| L 1
g " N —
=l
=
g 2 —
CTR W W2 W3 W4

Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

No cérebro de carpa comum, ocorreu a inibicdo da atividade da CAT apds a
exposicao combinada de fipronil e buprofezina (GHAZANFAR; SHAHID; QURESHI,
2018). Apdés a exposicao a mistura de clorpirifés e atrazina, Xing et al. (2012)
verificaram que a atividade cerebral da CAT em carpa comum diminuiu
significativamente diante da exposi¢ao aos agrotéxicos.

Bevilaqua et al. (2020) estudaram o efeito toxico de fipronil em mistura com
fungicidas (piraclostrobina e metil-tiofanato) em peixes zebra adultos, por sete dias, e
verificaram que a misturas dos referidos agrotdxicos ocasionou a diminuicdo da

atividade da CAT no cérebro dos peixes analisados.
4.3.2.2 Branquias
Em branquias de tilapias do Nilo, os resultados obtidos da exposi¢ao aguda da

mistura (fipronil e clorpirifés) (Figura 20) foram submetidos a ANOVA e apresentaram
diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Similar a atividade cerebral da CAT,
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a atividade da catalase por meio também foi aumentada significativamente na
concentracdo M1. Nas demais concentragdes, nao foi constatado diferencas

significativas.

Figura 20 — Atividade da CAT nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposicao combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

A ativacdo da atividade da catalase em branquias de peixes também foi
constatada por Viana et al. (2022), que observaram o aumento da atividade da CAT
nas branquias de peixe zebra apds a exposicdo da mistura de fipronil e 2,4-D. Em
branquias de Labeo rohita, a atividade da CAT aumentou significativamente apds a
exposicao combinada de clorpirifés e endosulfan (NAZ et al., 2019). A atividade da
CAT nas branquias de peixe zebra aumentou significativamente apds a exposigao
combinada de clorpirifés e p,p'-DDE (JIANG et al., 2022).

Resposta enzimatica contraria foi constatada em carpa comum, na qual a
atividade da CAT nas branquias da espécie foi inibida apds a exposigdo em conjunto
de fipronil e buprofezina (GHAZANFAR; SHAHID; QURESHI, 2018). No coragéo de
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Labeo rohita, a atividade da CAT sofreu inibicdo sob efeito da combinacdo de
clorpirifés e endosulfan pelo periodo de 96 h (NAZ et al., 2019).

Ja a exposicdo combinada de 2,4-D e fipronil ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa para a atividade da CAT nas branquias de Prochilodus
lineatus, embora houve uma leve inibicdo da atividade enzimatica (PORTRUNELI et
al., 2021). Viana et al. (2022) avaliaram o efeito do fipronil em Danio rerio apés a
exposicao de 96 h da mistura de fipronil (3.10 L/kg) e 2,4-D (1.27 L/kQ). Sob
efeito da mistura de fipronil e 2,4-D, a atividade da CAT de corpo inteiro de peixe zebra
nao sofreu diferenca estatisticamente significativa.

Sob uma perspectiva diferente, Fuller et al. (2022) enriqueceram pastilhas com
a mistura de clorpirifés, fipronil, p,p'-DDE, bifentrina e esfenvalerato, e verificam seu
efeito em juvenis de Oncorhynchus tshawytscha, bem como a influéncia da
temperatura. Assim, verificaram que a temperatura aumentou os efeitos dos
agrotéxicos no desempenho da natagao e de dois genes homeostaticos lipidios em

juvenis de rei salméo.

4.3.2.3 Figado

Sob efeito da exposicdo aguda a combinagcdao dos inseticidas clorpirifés e
fipronil, a atividade hepatica da CAT em tilapia do Nilo é mostrada na Figura 21.
Submetidos a ANOVA, os resultados demonstraram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). O teste de Tukey apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controle e os grupos M1 e M2, demonstrando, assim, a
inibicdo da CAT no figado dos peixes em M1 e M2 apds a exposigéao de 96 h a mistura
desses compostos.

Do mesmo modo, a atividade hepatica da CAT em carpa comum foi inibida apos
a exposicao combinada de fipronil e buprofezina (GHAZANFAR; SHAHID; QURESHI,
2018). A combinacao de fipronil e chumbo também ocasionou a inibigdo significativa
da CAT em carpa comum em estudo de EI-Murr et al., 2016.

De maneira oposta, a exposicdo combinada de clorpirifés e p,p'-DDE ativou
significativamente a atividade da CAT no figado de peixe zebra (JIANG et al., 2022).
De acordo com NAZ et al., (2019) em estudo com a espécie Labeo rohita, a atividade
hepatica da CAT aumentou apds de 96 h de exposicdo da combinacio de clorpirifos

e endosulfan, sendo que no rim também foi identificado a ativagdo da atividade
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enzimatica da CAT. Ja para carpas capim quando expostas a combinagdao de
polietilenoglicol e clorpirifés também apresentaram aumento significativo da atividade
hepatica da CAT para a espécie (HATAMI; BANAEE; HAGHI, 2019).

Figura 21 — Atividade da CAT no figado de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Ja a atividade da CAT no figado de Cnesterodon decemmaculatus nao foi
afetada significativamente apds a exposicdo combinada de clorpirifés e glifosato
(BONIFACIO et al., 2016).

4.3.3 Atividade da glutationa-S-transferase

4.3.3.1 Cérebro

A atividade cerebral da GST em tilapia do Nilo sob efeito da exposicao

combinada de fipronil e clorpirifés € exposta na Figura 22. Os resultados encontrados
foram submetidos a ANOVA e apresentaram diferenca estatisticamente significativa
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(p<0,05), sendo em M2, observado inibigdo da atividade da GST em tilapia do Nilo,

gquando comparada aos demais grupos do experimento.

Figura 22 — Atividade da GST no cérebro de Oreochromis niloticus apds a exposi¢cao

combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h

-1
min~)
=
[=]
i

-1

o L

4T

401

Atividade da GST (mmol CDNB conjugado.mg proteina

il

CTR

M1

In4

Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Ao contrario do constatado no presente estudo, os demais experimentos

relacionados com os inseticidas clorpirifés e fipronil relatam a ativagcao da atividade

cerebral da GST nos peixes. Nesse sentido, ttm-se os peixes da espécie Labeo rohita

que, quando expostos a mistura de clorpirifés e endosulfan pelo periodo de 96 h,

apresentaram o aumento significativo da atividade da GST no cérebro e no musculo
cardiaco (NAZ et al., 2019).
A atividade da GST no tecido cerebral de peixe zebra também foi ativada

significativamente apds a exposigcdo combinada de clorpirifés e p,p'-DDE (JIANG et

al., 2022). Sob efeito da mistura de clorpirifés e glifosato, a atividade cerebral de GST

em Cnesterodon decemmaculatus aumentou significativamente (BONIFACIO et al.,

2016).



81

Entretanto, posterior a mistura de fipronil e 2,4-D, a atividade da GST de corpo

inteiro de peixe zebra foi aumentada (VIANA et al., 2022).

4.3.3.2 Brénquias

A Figura 23 apresenta os resultados da atividade da GST nas branquias de
tildpia do Nilo sob efeito da mistura dos inseticidas clorpirifés e fipronil, sendo que
esses resultados foram submetidos a ANOVA e apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). Estatisticamente, em M1 ocorreu inibicdo da
atividade enzimatica da GST, se comparada aos demais grupos. Comportamento
contrario foi observado em M2 e M3, onde a atividade da GST foi ativada

significativamente quando relacionada com o grupo controle.

Figura 23 — Atividade da GST nas branquias de Oreochromis niloticus apés a

exposi¢cao combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Resposta semelhante aos grupos M2 e M3 foi observada sob a exposigao
combinada de clorpirifés e endosulfan, na qual a atividade da GST em branquias e no
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musculo de Labeo rohita aumentou significativamente dentro do periodo de 96 h (NAZ
et al., 2019). Peixes zebra exposto as misturas de 7,6 pg/L de clorpirifés com 100 ug/
de p,p'-DDE, e 76 pg/L de clorpirifés com 50 g/L de p,p'-DDE, demonstraram que a
atividade da GST nas branquias de peixe zebra também foi ativada significativamente
apo6s a exposigao combinada dos compostos (JIANG et al., 2022).

Foi observado por Bonifacio et al. (2016) que nao houve diferenga da atividade
da GST em branquias de peixes da espécie Cnesterodon decemmaculatus apés a
exposicado a mistura de clorpirifés (0,00084 e 0,0084 ug/L) e glifosato (0,2 e 2mg/L),
durante seis semanas.

Sob efeito da mistura de fipronil e 2,4-D, a atividade da GST nas branquias de
peixe zebra nao sofreu alteragdes significativas se comparada ao grupo controle
(VIANA et al., 2022). Em branquias de Prochilodus lineatus, a atividade da GST néo
apresentou diferencga estatisticamente significativa apds a exposicdo combinada de
2,4-D e fipronil, porém, foi possivel identificar um leve aumento da atividade
enzimatica (PORTRUNELI et al., 2021).

4.3.3.3 Figado

A atividade hepatica da GST em tilapia do Nilo sob a exposi¢cdo da mistura de
clorpirifés e fipronil € exibida na Figura 21, sendo que estes resultados foram
submetidos a ANOVA, entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente entre eles,
ainda assim, em M4 é possivel observar uma tendéncia de inibicdo da atividade da
GST.

Nao obstante, a atividade hepatica da GST em peixes zebra expostos a mistura
de clorpirifés e glifosato diminuiu significativamente (concentra¢gées de Roundup 500
Mg/L com clorpirifés 0,1 pg/L, e Roundup 15 ug/L com clorpirifés 3 ug/L), sendo que a
maior inibicdo ocorreu na menor concentracdo de clorpirifés com a maior
concentragao de glifosato (FALFUSHYNSKA et al., 2022).

Bonifacio et al. (2016) também verificaram que a exposi¢cdo combinada de
clorpirifés e glifosato ocasionou a inibicdo da atividade de GST no figado de
Cnesterodon decemmaculatus em relacdo ao grupo controle. Ainda, a atividade
enzimatica da GST no figado de carpa comum foi inibida significativamente apés a

exposi¢cao combinada de fipronil e chumbo (EL-MURR et al., 2016).
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Figura 24 — Atividade da GST no figado de Oreochromis niloticus apds a exposi¢gao

combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Outrossim, a atividade hepatica da GST em Labeo rohita foi ativada
significativamente sob efeito da mistura de clorpirifés e endosulfan, do mesmo modo,
a atividade da CAT no rim aumentou significativamente apds a exposi¢do combinada
dos referidos agrotdxicos (NAZ et al., 2019). Jiang et al. (2022) observaram que a
exposicao combinada de clorpirifés e p,p'-DDE também ativou a atividade da GST no
figado de peixe zebra.

Em uma perspectiva diferente, Kunwar et al. (2022) analisaram a toxicidade
individual e em mistura dos inseticidas clorpirifés e diclorvos por meio da exposi¢cao
aguda de Tor putitora a mistura de clorpirifds (0,075 mg/L) e de diclorvos (1,29 mg/L).
Os resultados obtidos no estudo demonstraram que a maioria dos biomarcadores
analisados (glicemia, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase, ureia, albumina sanguinea e triglicerideos) foram afetados pela

exposi¢ao aos agrotdxicos, porém se recuperam durante o periodo de depuracéo.
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4.3.3 Efeito da mistura de clorpirifos e fipronil

A exposicdo pelo periodo de 96 h aos inseticidas fipronil e clorpirifés
apresentou, na maioria dos experimentos (70%) de efeito sinérgico. Efeito antagbnico
foi observado na atividade hepatica da CAT em todas as concentragdes, na atividade
da GST nas branquias de tilapia do Nilo na menor concentragao dos inseticidas (F1,
C1 e M1) e na atividade hepatica da GST na maior concentracdo dos agrotéxicos
(F4, C4 e M4). Assim, o presente estudo demonstrou que a mistura dos inseticidas
fipronil e clorpirifés afeta os organismos aquaticos e apresenta interagao sinérgica, ou
seja, os efeitos toxicos sdo potencializados na combinagao desses dois agrotoxicos.

A interagdo sinérgica pela mistura de fipronil foi constatada por Viana et al.
(2022), que verificaram a interagdo sinérgica na atividade enzimatica da CAT nas
branquias de peixe zebra apds a exposicao da mistura de fipronil e 2,4-D. De maneira
oposta, a atividade da CAT e GST no corpo inteiro, a atividade de GST nas branquias,
e a atividade da AChE no musculo, apresentaram efeito antagbnico sob a exposi¢ao
da mistura de fipronil e 2,4-D.

A pesquisa realizada por Mena et al. (2022), teve por objetivo identificar o
potencial de contaminantes para desencadear a resposta de evitagdo em peixes na
exposicao individual de clorpirifds, glifosato e clorotalonil, e exposicado combinada de
clorpirifés com glifosato e clorotalonil com glifosato. Constatou-se, no periodo total de
3 horas, interagdes sinérgicas nas misturas de clorpirifés e glifosato, na exposi¢ao de
juvenis de Danio rerio, sendo que a mistura interferiu na resposta comportamental de
evitagdo, uma vez que, os peixes foram distribuidos uniformemente ao longo do
sistema de compartilhamentos, mostrando uma reducgao significativa no numero de
organismos no compartilhamento com concentragdes mais elevadas.

Kunwar et al. (2021) realizam a exposi¢cao de carpa comum a concentragdes
subletais da mistura de clorpirifés (20%) e diclorvos (80%), sendo que, a LCso em 96
h para a mistura foi de 0,145 mg/L de clorpirifés com 5.180 mg/L de diclorvos. Em
todas as concentracbes testadas houve o aumento de movimentos bucais e a
captacao de oxigénio de maneira dose-dependente, apresentando efeito sinérgico da
mistura desses agrotoxicos, sendo que a toxicidade do clorpirifés foi maior do que a
do diclorvos. Assim, os autores indicam que € necessario ter cautela na exposicao de
agrotoxicos, desenvolvendo padrées de qualidade da agua, bem como de diretrizes,

para os organismos aquaticos.
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Outrossim, no estudo realizado por Zhang et al. (2022), verificou-se que a
combinagao de clorpirifés e carbendazim teve um efeito antagénico na velocidade
meédia de natagdo e aceleracdo claro-escuro, além disso, constatou-se que o
clorpirifés suprime a atividade motora. A exposi¢cao a mistura de fipronil e buprofezina
também indicou antagonismo em carpa comum (GHAZANFAR; SHAHID; QURESHI,
2018).

Portruneli et al. (2021), buscaram analisar a bioconcentracdo e as alteracdes
bioquimicas e morfolégicas nas branquias do peixe Prochilodus lineatus na mistura
do inseticida fipronil e do herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), nas
concentragbes de 447,0 ug/L de 2,4-D (67%) com 63,5 pg/L de fipronil (80%), e
constataram que a mistura dos agrotoxicos apresentou efeito antagbnico em
Prochilodus lineatus.

Falfushynska et al. (2022) avaliaram os efeitos toxicos individuais e em conjunto
de Roundup (glifosato) e clorpirifés para o peixe zebra utilizando indices moleculares
e bioquimicos no figado, cérebro e sangue dos peixes. Os peixes foram expostos por
14 dias nas seguintes concentragdes de mistura: Roundup 500 ug/L com clorpirifos
0,1 ug/L, e Roundup 15 pg/L com clorpirifés 3 ug/L. Por fim, os autores verificaram
que o clorpirifés mostrou efeitos pré-oxidantes mais fortes do que o glifosato e
concluiram que a analise de multibiomarcadores demonstrou que o clorpirifés é
consideravelmente mais téxico que o Roundup. Ja na mistura dos referidos
agrotoxicos, os efeitos foram causados principalmente pelo clorpirifés, com efeitos
minimos ou atenuantes da adicdo do Roundup, demonstrando efeito antagénico na
mistura dos dois agrotéxicos, porém, nao foi observado a reducao da toxicidade com
a adigao do glifosato.

Conforme Portruneli et al. (2021), é importante considerar que o uso continuo
dos agrotoxicos pode resultar no aumento das concentragdes na natureza, e assim, a
exposicdo crénica a essas concentragbes mais elevadas pode levar a
bioconcentragcdo a niveis superiores aos que 0s peixes possuem capacidade de
superar pequenas concentragdes de agrotdxicos, ocasionando inumeros maleficios

aos organismos aquaticos.

3.4. CONSIDERACOES FINAIS
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ApOs a analises das atividades enzimaticas da acetilcolinesterase, catalase e
glutationa-S-transferase no tecido cerebral, branquial e hepatico de tilapia do Nilo
expostas a mistura de clorpirifés e fipronil pelo periodo de 96 h, verificou-se que a
combinagdo desses dois agrotoxicos provocou alteragbes estatisticamente
significativas nas atividades da AChE no cérebro, da CAT em todos os tecidos
analisados, € na GST no cérebro e branquias de tilapia Nilo, sendo observado a
inibicdo das atividades da CAT no tecido hepatico e da GST nos tecidos cerebral e
branquial.

Assim, constatou-se que a combinagao de fipronil e clorpirifés promoveu o
estresse oxidativo em tilapias do Nilo, mediante a inibicao das atividades enzimaticas
da catalase e glutationa-S-transferase.

Ainda, na analise da interagdo de sinergismo e antagonismo na mistura do
clorpirifés e fipronil, observou-se que a combinacdo desses inseticidas apresentou
efeito sinérgico em 70% das analises realizadas, demonstrando que a mistura do
fipronil e clorpirifés potencializa o efeito toxico desses agrotdxicos em tilapia do Nilo.

Tendo em vista que o presente estudo é precursor no assunto em questao,
sugere-se que novos experimentos sejam realizados com a combinagdo dos
inseticidas clorpirifés e fipronil em espécies diversas, a fim de verificar se os efeitos
toxicos desses agrotoxicos também sao potencializados em outras espécies de

peixes.
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5 EFEITO DOS INSETICIDAS FIPRONIL E CLORPIRIFOS NA ATIVIDADE DA
ANIDRASE CARBONICA EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

5.1 INTRODUCAO

Visando alimentar o excessivo crescimento da populagdo mundial, as
aplicagbes de agrotdéxicos vém aumentando constantemente, tornando-se evidente
nos ultimos anos. Embora os agrotoxicos sejam substancias vastamente utilizadas
nas atividades agricolas, e atualmente, tornaram-se indispensaveis para garantir a
alta produtividade por meio do controle de pragas no cultivo de plantagdes (GUPTA et
al., 2014), o crescimento das areas de cultivo agricola em conjunto com o uso
intensivo de agrotoxicos vem contribuindo para a contaminagcdo e poluicdo dos
recursos hidricos (BONIFACIO et al., 2017).

Nao obstante, as misturas de agrotoxicos vém sendo empregadas
simultaneamente no controle de pragas e doengas, facilitando o manejo agricola,
tornando-se uma pratica comum na agricultura atual (BEVILAQUA et al., 2020). No
entanto, esse uso generalizado de agrotoxicos, como em misturas, pode ocasionar
diversos impactos negativos ao meio ambiente, entre eles, a contaminacao e/ou
poluigdo do solo e da agua, apresentando potencial para induzir danos no
ecossistema, produzindo efeitos téxicos em organismos ndo-alvo (BEVILAQUA et al.,
2020). Diante da contaminagdo dos recursos hidricos por agrotoxicos, os peixes,
importantes componentes dos ambientes aquaticos, s&o expostos constantemente a
esses produtos de diferentes maneiras (UCAR et al., 2020).

Ainda que, os organismos aquaticos estejam expostos a diversas misturas de
agrotoxicos no ambiente natural, as avaliagcbes de riscos comumente utilizadas
consideram a avaliagdo apenas de compostos individuais (FULLER et al., 2022).
Logo, quando se busca uma analise mais realista dos efeitos tdéxicos dos agrotoxicos,
€ importante realizar a avaliagdo com uma combinagéo de produtos de uso agricola,
em vez de utilizar apenas uma substancia. A avaliagao sobre os efeitos toxicos da
relagdo de dois ou mais agrotéxicos podera demonstrar a situagao verdadeira dos
riscos da exposigao de agrotoxicos aos organismos nao-alvo, tornando a analise mais
realista (JIANG et al., 2022; KUNWAR et al., 2022 SINHA et al., 2022). Nesse sentido,

os testes de toxicidade em organismos aquaticos diante da exposi¢cao a agrotoxicos
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sao considerados um método importante para avaliar os potenciais efeitos nos tecidos
dos peixes (UCAR et al., 2021a).

Entre os agrotoxicos comumente utilizados nas praticas agricolas, encontram-
se os inseticidas clorpirifés e fipronil. O clorpirifés € um inseticida organofosforado
amplamente aplicado nas culturas agricolas, permeando grande parte dos cursos
hidricos e afetando os organismos aquaticos (HOSSAIN et al., 2022). O fipronil € um
inseticida fenilpirazol de amplo uso, comumente empregado na agricultura, apresenta
alta toxicidade para os peixes e é adsorvido a sedimentos em ambientes aquaticos
(DEIU et al., 2021a; DEIU et al., 2021b; LI et al., 2020). Ainda que exista inUmeros
estudos dos efeitos colaterais ocasionados em espécies nao-alvo pelo uso do fipronil,
este inseticida continua sendo amplamente empregado no controle de pragas nas
atividades agricolas (DALLARES et al., 2020).

Ademais, os inseticidas apresentam potencial impactos aos organismos nao-
alvo, interrompendo o funcionamento saudavel do meio ambiente, principalmente dos
organismos dos ambientes aquaticos, tendo em vista que este ambiente é o receptor
final do ecossistema aquatico (UCAR et al., 2021b).

Por isso, considerando que os agrotoxicos apresentam toxicidade para os
ambientes aquaticos e a escassez de estudos relacionando os efeitos toxicos dos
produtos quimicos nos processos de osmorregulagdo em peixes, o presente estudo
tem por objetivo verificar os possiveis efeitos téxicos dos inseticidas fipronil e
clorpirifés mediante a andlise da anidrase carbénica (AC) e da Na*, K* - ATPase nas
branquias de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sob a exposicdo de 96 h aos

referidos inseticidas, de forma individual e em mistura.

5.2 MATERIAL E METODOS

O estudo em questéao foi desenvolvido no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(Cav) da Universidade do Estado de Santa Catarina (Udesc), situado no Municipio de
Lages, Santa Catarina, Brasil. No estudo foram utilizados juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), adquiridos em piscicultura da regidao, com massa de 10,88 *
6,54 g e comprimento de 8,52 + 2,16 cm, os quais foram aclimatados por 36 (trinta e
seis) dias, com aeracgao e temperatura constante, com alimentagao e troca de agua

por duas vezes ao dia, durante todo o periodo de aclimatacéo.
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5.2.1 Teste de toxicidade

Decorrido o periodo de aclimatagao, realizou-se o teste de toxicidade aguda
com duragéao de 96 h, organizado em trés experimentos: um experimento apenas com
o clorpirifés (Tabela 4), o outro com fipronil (Tabela 5), e por fim, com a combinagao
de clorpirifés e fipronil (Tabela 6). Cada experimento € composto por cinco grupos,
que foram expostos a diferentes concentracdes de clorpirifés e fipronil, conforme
exposto nas Tabelas 4, 5 e 6. Para o teste de toxicidade, utilizou-se dois produtos
comerciais, um composto por fipronil (2,5%) e outro, formado por clorpirifés (48%) e
xilol (50%).

Tabela 4 — Concentragdes de clorpirifés para cada grupo
Quantidade de

Grupo Sigla clorpirifés (mg/L)
Controle CTR 0,00
Clorpirifés 1 C1 0,0005
Clorpirifés 2 C2 0,001
Clorpirifés 3 C3 0,003
Clorpirifés 4 C4 0,004

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os 90 (noventa) peixes foram distribuidos aleatoriamente em 15 (quinze)
aquarios, contendo 20 L cada. Durante todo o periodo do teste de toxicidade aguda
(96 h), manteve-se o fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro, com aeragao constante,
pH 8,55 + 0,18, temperatura de 28,00 = 0,32 °C, os peixes nao foram alimentados e

nao houve a troca de agua dos aquarios.

Tabela 5 — Concentracgdes de fipronil para cada grupo

Grupo Sigla Quantidade (mg/L)
Controle CTR 0,00
Fipronil 1 F1 0,12
Fipronil 2 F2 0,16
Fipronil 3 F3 0,32
Fipronil 4 F4 0,64

Fonte: Autora (2023).

Decorrido o periodo do teste de toxicidade, os peixes foram eutanasiados e
foram coletados os tecidos do cérebro, branquias e figado, sendo armazenados
individualmente em microtubo tipo Eppendorf com capacidade de 1,5 mL, e
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posteriormente, foram mantidos sob refrigeracéo, baixa temperatura, até que fosse
realizada as analises enzimaticas. Ainda, com o auxilio do agitador mecanico, todos
os tecidos foram homogeneizados em solugédo de tampao de fosfato de potassio (1,0
M e pH=7,0).

Tabela 6 — Concentragdes de clorpirifés e fipronil para cada grupo

. Quantidade (mgl/L) Quantidade (%)
Grupo Sigla Clorpirifés Fipronil Clorpirifés Fipronil
Controle CTR 0,00 0,00 - -
Mistura 1 M1 0,015 0,12 11,11 88,89
Mistura 2 M2 0,03 0,16 15,79 84,21
Mistura 3 M3 0,05 0,32 13,51 86,49
Mistura 4 M4 0,06 0,64 8,57 91,43

Fonte: Autora (2023).

Conforme ja mencionado no capitulo anterior, realizou-se, também, o teste de
toxicidade aguda com a mistura das seguintes concentra¢des de clorpirifds e fipronil:
clorpirifés na quantidade de 0,015, 0,050, 0,075 e 0,1 mg/L; e fipronil na quantidade
de 0,12, 0,16, 0,32 e 0,64 mg/L.

No entanto, nos grupos que continham clorpirifés na quantidade de 0,075 e 0,1
mg/L ocorreu alta taxa de mortalidade dos individuos. Diane disso, a concentracdo de
clorpirifés foi reduzida para 0,03 e 0,06 mg/L, mantendo as demais concentragdes
sem alteracdo, possibilitando que todos os individuos sobrevivessem durante o
periodo do teste.

Nao obstante, na exposicao individual ao clorpirifés nas concentragdes iniciais
de 0,015, 0,050, 0,075 e 0,1 mg/L, houve grande taxa de mortalidade nas duas
maiores concentragdes do inseticida, assim, realizou-se o teste com as concentragdes
expostas na Tabela 4.

Acredita-se que a alta toxicidade do inseticida industrial de clorpirifés seja dado
devido a presenca de xilol em sua composicao, tendo em vista que, em demais
estudos foram utilizadas concentragdes maiores de clorpirifés, no entanto, quando se
trata de toxicidade do xilol em peixes, os estudos sdo escassos. Assim, sugerimos
gue novos estudos sejam realizados com o composto xilol em peixes, para confirmar

tal hipotese de alta toxicidade em espécie nao-alvo.
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5.2.2 Atividade da anidrase carbonica

Na determinagéo da atividade da enzima anidrase carbdnica, empregou-se o
meétodo proposto por Henry (1991), que consiste em uma solugdo de agua com CO2
que é catalisado pela anidrase carbdnica, com transferéncia de ions H* entre o sitio
ativo da enzima e o ambiente, resultando em uma alteragédo no pH a medida que a
reacao avanca ao equilibrio.

Para tanto, preparou-se uma solugcdo de reagdo composta por manitol,
sacarose, tris e fosfato, com pH 7,40. Quanto ao substrato, borbulhou-se CO2 em agua
ultrapura. Na reacéo, utilizou-se 7,5 mL da solugdo de reagao, 1 mL do substrato e
0,05 ml de tecido branquial homogeneizado.

Anotado o pH inicial (TO) da solugéo de reagdo com a amostra, adicionou-se a
agua saturada com CO2 e o pH foi registrado a cada 5 segundos, durante 30
segundos. Para calcular a atividade enzimatica, empregou-se regressao linear entre
a taxa de reacdo catalisada e a taxa nao catalisada, relacionando com as proteinas

totais da respectiva amostra.

5.2.3 Atividade do Na+, K+ - ATPase

Para a determinacdo da atividade do Na*, K* - ATPase, foi utilizado a
metodologia proposta por McCormick (1993), onde a hidrélise sensivel a ouabaina do
Trifosfato de Adenosina (ATP) é enzimaticamente ligada a oxidacdo da Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo (NADH).

Para tanto, foram realizadas as seguintes solugdes:

- Solugdo A: composta por Lactato Desidrogenase (LDH), Piruvato Quinase
(PK), Fosfoenolpiruvato (PEP), ATP, NASH e imidazol, em pH 7,5;

- Solugao B: consiste na adigdo de ouabaina na Solugao A;

- Solugédo salina (1): constituida por cloreto de sdodio (NaCl), cloreto de
magnésio (MgCL2-6H20), cloreto de potassio (KCI) e imidazol, em pH 7,5;

- Solugao salina (2): elaborada com NaCl, MgCL2-6H20 e imidazol, em pH 7,5;

- Solugéao de trabalho A: formada pela solugédo A com a solugéo salina (1);

- Solugao de trabalho B: composta pela solugdo B com a solugéo salina (2).

Conseguinte, foram preparados dois meios de reagao:

- A: consiste na solugao A, solugao salina (1) e amostra;
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- B: composta pela solugéo B, solugéo salina (2) e amostra;
Apds, os meios de reagdo foram medidos em espectrofotbmetro, com
comprimento de onda de 340 nm. A atividade da Na+, K+ - ATPase é dada por pmoles

ADP/mg proteina/h.
5.2.4 Analise do sinergismo e antagonismo

A fim de verificar se a mistura de clorpirifés e fipronil apresentou interacédo de
sinergismo ou antagonismo, aplicou-se a metodologia proposta por Gottardi et al.
(2017), na qual é realizado o calculo do efeito esperado (equacao 1) e do efeito
observado (equacgao 2). Assim, inicialmente, é considerado os resultados das analises
apods a exposicao individual de fipronil e clorpirifds, relacionados com o respectivo
grupo controle; e apds, a razao entre o resultado encontrado apos a exposicao a

mistura de inseticidas com o grupo controle, definindo o efeito observado.

Fipronil  Clorpirifos

Efeito esperado (EE) = Controle X Controle

(1)

Conseguinte, para determinar se ocorreu a interagdo de sinergismo ou
antagonismo, verificou-se que: se EO>EE indica que ocorreu sinergismo e se OE<EE

indica a interacao antagénica, de acordo com Portruneli et al. (2021).

Mistura

Efeito observado (EO) = Controle

5.2.5 Analise de proteinas totais

Para a determinacéo de proteinas totais, empregou-se o método de biureto, no
qual é utilizado o reagente de biureto, composto por sulfato de cobre, citrato trissédico,
carbonato de sodio e hidréxido de sédio. Na reagao, o biureto reage com as proteinas
presentes no meio, formando um complexo corado de corado de cor azul, conforme

quantidade de proteina do meio.
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Para tanto, em cubetas de 4 mL, adicionou-se 2 mL do reagente de biureto
(marca Labtest) e 50 uL do homogeneizado das amostras, para o padrao, adicionou-
se 2 mL do reagente de biureto (40 mg/L) com o 0,2 mL do reagente de cor.

Assim, os meios de reacbes foram lidos em espectrofotbmetro com
comprimento de onda em 545 nm, acertando o zero com o branco. Determinou-se as

proteinas totais para os tecidos cerebral, branquial e hepatico.

5.2.6 Analise estatistica

Inicialmente, os resultados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk, a fim de
verificar se sua distribuicdo € semelhante a uma distribuicdo normal, sendo que, nos
testes em que foi verificado a heterocedasticidade, realizou-se a transformacao dos
dados, conforme proposta por Box e Cox (1964). Apds, os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), buscando verificar as possiveis
diferengas entre os testes de toxicidade, considerando o valor-p<0,05. Conseguinte,
para o teste de comparacdo das médias obtidas das analises, os resultados foram
submetidos ao teste de Tukey, a fim de analisar a diferenga minima significativa entre
médias, apontando quais diferem entre si, considerando o nivel de significancia de 5%

(p<0,05). Nessa etapa da analise estatistica, utilizou-se os softwares SAS e R.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Atividade da anidrase carbonica

Apés a exposigcao pelo periodo de 96 h ao clorpirifés, a atividade da AC nas
branquias de tilapia do Nilo é apresentada na Figura 25. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e demonstraram diferenga estatisticamente significativa.
Quando comparado ao grupo controle, C1 foi ativado significativamente, e apds, em
C2, houve a inibigdo da atividade enzimatica da AC.

Situagao similar foi observado em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), que
foram expostas ao clorpirifés, em concentragdo de 2,25, 4,5 e 6,75 pg/L, por 24, 48,
72 e 96 h. A atividade da AC nas branquias foi inibida significativamente em todas as

concentracbes em 48, 72 e 96 h apds a exposicdo ao inseticida. Além disso, a
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atividade hepatica também foi inibida em todas as concentragbes de clorpirifos
(TOPAL et al., 2014).

Ademais, resultados semelhantes ao clorpirifés foram encontrados na
exposicado aguda ao fipronil, conforme apresentado na Figura 26. Os resultados do
teste de toxicidade foram submetidos a ANOVA e demonstraram que o fipronil afetou
significativamente a atividade AC no tecido branquial da tilapia do Nilo. Verifica-se
que, em F1 a atividade da AC foi ativada e em F2, ocorreu a inibicdo da atividade

enzimatica, se comparado ao grupo controle.

Figura 25 — Atividade da AC nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposigcao ao clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Outrossim, sob efeito da exposicdo combinada de clorpirifés e fipronil, a
atividade da AC nas branquias de tilapia do Nilo apresentou os resultados expostos
na Figura 27, os quais foram submetidos a ANOVA e demonstraram diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05). Assim, verifica-se que apenas M1 possui
diferenga estatisticamente significativa dos demais grupos, sendo que nessa

concentracado ocorreu 0 aumento da atividade branquial da AC.
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Quanto a interagéo entre a mistura de fipronil e clorpirifés, constatou-se que
ocorreu sinergismos em todos os testes de toxicidade aguda, apontando que a mistura
desses inseticidas potencializa o efeito sobre a atividade branquial da AC, tornando-

se mais toxico para a tilapia do Nilo do que o fipronil e o clorpirifés de forma isolada.

Figura 26 — Atividade da AC nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposigao ao fipronil no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Diversos estudos apontam a sensibilidade in vivo e in vitro da AC quando
submetidos a exposi¢cao de agrotdxicos, contudo, sobre os experimentos in vivo que
demonstraram a sensibilidade da anidrase carbdnica sob efeito da exposi¢cdo ao
clorpirifés, foi identificado apenas o estudo realizado por Topal et al. (2014)
(LIONETTO; CARICATO; GIORDANO, 2020).

Embora os estudos realizados com exposi¢cao in vivo sdo relevantes para
avaliar a toxicidade de determinado agrotoxico, bem como, para verificar a
sensibilidade entre os diversos tipos de agrotdéxicos em determinados organismos,
tornando a avaliagdo mais realista (LIONETTO; CARICATO; GIORDANO, 2020),

verifica-se que ha uma escassez de experimentos in vivo que observaram o efeito
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téxico dos inseticidas fipronil e clorpirifés em peixes, tornando-se necessarios novos
estudos com a analise da AC, tendo em vista que essa enzima se mostrou um

biomarcador sensivel no presente estudo.

Figura 27 — Atividade da AC nas branquias de Oreochromis niloticus apos a

exposicao combinada de fipronil e clorpirifés no periodo de 96 h
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05)

e letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente (p>0,05).

Ademais, a anidrase carbénica € um biomarcador que pode ser usado para
analisar os efeitos dos agrotdéxicos em varios niveis troficos e em diferentes
ambientes, demonstrando ser um biomarcador eficaz em monitoramento e avaliacao
ambiental (LIONETTO et al., 2012). Tendo em vista que a AC possui o ion Zn?* em
seu sitio ativo, os agrotéxicos inibem a atividade enzimatica da AC em concentragdes
muito baixas devido aos atomos eletronegativos em suas estruturas quimicas
(CEYHUN et al., 2010).

Nesse sentido, demais estudos apontam a inibicdo da atividade da AC em
peixes apOs a exposigao a determinados agrotdxicos. Em truta arco-iris exposta ao
inseticida deltametrina, a atividade da AC nas branquias foi inibida significativamente
apos o periodo de 24 e 48 h (CEYHUN et al., 2010). Larvas de peixe zebra foram
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expostas ao glifosato por 96 h, os resultados indicaram que a atividade da AC também
foi inibida significativamente de maneira dependente da dose em todos os grupos, se
comparado ao grupo controle (SULUKAN et al., 2017).

Rhamdia quelen foram expostas ao herbicida atrazina por 96 h de exposicao a
concentragcbes de 2, 10 e 100 pg/L. Os resultados demonstraram que ocorreu a
inibicdo da atividade branquial da AC na maior concentragao do herbicida, enquanto
no rim, a atividade da AC diminuiu apenas apds a exposi¢ao a menor concentragcao
de atrazina (MELA et al., 2013).

5.3.2 Atividade da Na*, K* - ATPase

No presente estudo, a atividade da Na*, K* - ATPase nas branquias de tilapia
do Nilo n&o foi detectada em nenhum dos grupos expostos ao clorpirifés e ao fipronil,
bem como a mistura de ambos os inseticidas. Considerando que esta enzima foi a
ultima a ser analisada no experimento, sendo que as amostras branquiais ficaram em
freezer convencional por um longo periodo, e tendo em vista o atraso na entrega dos
reagentes utilizados, sugere-se que tais fatores contribuiram para a auséncia da
atividade enzimatica da Na*, K* - ATPase.

Embora que, no experimento em questao, nao foi possivel obter os resultados
da atividade da Na*, K* - ATPase em branquias de tilapia do Nilo sob efeito da
exposicao aos inseticidas clorpirifés e fipronil, ha estudos apontando que esta enzima
€ afetada pelos agrotoxicos, demonstrando, portanto, ser um bom biomarcador na
exposi¢ao aos produtos quimicos de uso agricola.

Wang et al. (2013) analisaram o efeito da exposi¢éo ao clorpirifés e da atrazina
em carpas por 40 dias, tanto individual quanto em mistura. Em geral, os resultados da
atividade da Na*, K* - ATPase no bago e rim cefalico de carpas mostrou ser
dependente da dose, havendo a redugdo da atividade enzimatica sob a exposi¢cao
crescente aos agrotoxicos. Apds o periodo de 20 dias de depuragdo, na menor
concentracao de clorpirifés e da mistura de clorpirifés e atrazina, a atividade da Na*,
K* - ATPase foi significativamente alterada no baco, ja para o rim cefalico, a atividade
da enzima foi altivada significativamente para todos os grupos, exceto os grupos de
menores concentragoes.

Peixes da espécie Thalassoma pavo L., uma espécie comum no mar

mediterraneo, foram expostos ao clorpirifds em concentragdes de 4 e 8 ug/L por 48 e



98

96 h. Os resultados demonstraram que a proteina da Na*, K* - ATPase nas branquias
dos peixes foi significativamente ativada apds a exposicédo de 48 e 96 h em ambas as
concentracdes testadas. Conduto, os autores concluiram que € incerto afirmar que a
atividade da enzima pode ser afetada pela exposi¢cao ao clorpirifés, tendo em vista
que a sua atividade aumentou apdés a exposi¢ao ao inseticida (MACIRELLA; CURCIO;
BRUNELLLI, 2020a).

Estudos relatando a inibicdo enzimatica da Na*, K* - ATPase em tecidos de
peixes também foram publicados, como no experimento realizado por Maricella et al.,
(2020b) que, sob efeito da exposicao de clorpirifés pelo periodo de 96 h (concentragao
de 4 e 8 ug/L), o numero de células positivas de Na*, K* - ATPase nas branquias de
Carassius auratus diminuiu significativamente, contudo, apdos 7 dias de recuperagao
0 numero de células positivas aumentou.

A atividade dessa enzima nas branquias de Clarias batrachus foi inibida sob a
exposicao de clorpirifés pelo periodo de 15 dias, havendo a recuperagao no 30° dia
de depuracdo (NARRA et al., 2017). No rim de Dicentrarchus labrax, sua atividade
nao variou significativamente apos a exposi¢cao de fipronil (7 e 14 dias) e apds o
periodo de depuracdo (7 dias) (DALLARES et al., 2020).

Ressalta-se, ainda, a escassez de estudos que analisaram a atividade da Na*,
K* - ATPase em peixes, principalmente para os inseticidas clorpirifés e fipronil,
demonstrando, portanto, a necessidade de novos estudos que avaliem a acgao toxica
do clorpirifos e fipronil sobre essa enzima, a fim de analisar os seus efeitos sobre os
processos de osmorregulagédo em vertebrados.

Acerca da exposicdo aos demais agrotdoxicos, observa-se a atividade
enzimatica da Na*, K* - ATPase também se mostrou sensivel, afirmando que os
agrotoxicos exercem influéncia na atividade dessa enzima. N&o obstante, Clarias
batrachus foram expostas aos agrotdxicos endosulfan, carbofuran, metil paration e
cipermetrina, de forma individual e mistura de ambos, por 1, 7, 15, 30 e 60 dias. Os
resultados demonstraram que a atividade da Na*, K* - ATPase nas branquias do
espécime diminuiu ao longo do periodo em todos os grupos exposto aos referidos
agrotéxicos, sendo que a maiores inibigdes foram observadas nos grupos expostos
ao carbofuran, carbofuran, metil paration, cipermetrina e a mistura dos quatro
agrotoxicos apos os 30 dias de exposicao (NARRA et al., 2016).

Posteriormente a exposi¢ao ao propiconazol por 7, 20 e 30 dias, a atividade da

Na*, K* - ATPase nas branquias de trutas arco-iris ndo sofreu alteracdes em todos os
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grupos depois de 20 dias de exposi¢ao, exceto no exposto a maior concentragao do
agrotoxico. Porém, ap6s 30 dias sob efeito do fungicida, a atividade do Na*, K* -
ATPase foi inibida nas maiores concentragdes de propiconazol (LI et al., 2011).

O fipronil é vastamente detectado em recursos hidricos, além de ser uma
substancia persistente no solo. No entanto, diversos aspectos ambientais, como
variagdes no oxigénio dissolvido, pH e temperatura podem modificar a agao e efeitos
desse composto. Além disso, essas variacdbes ambientais fazem com que os efeitos
de poluentes ambientais modifiquem as adaptagdes dos animais, aumentando os
riscos de mortalidade direita e adversidades do ecossistema (DOURADO, 2019). Nao
obstante, o risco da contaminagao ocasionada pelo uso do clorpirifés € reconhecida,
bem como foi identificada em ambientes aquaticos e areas costeiras de todo o mundo
(MACIRELLA; CURCIO; BRUNELLI, 2020a).

Nesse sentido, € importante destacar que algumas concentragdes ambientais
encontradas de fipronil podem ser suficientemente altas para causar danos aos
peixes. Ainda que ndo necessariamente cause a mortalidade entre adultos, a
intoxicacgao por fipronil, pode ocasionar a redugao de crescimento, desenvolvimento e
reproducao de vertebrados individuais (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015).

Assim, de acordo com Amin et al. (2022), para diminuir os possiveis efeitos
negativos dos agrotdoxicos em organismos nao-alvo, principalmente em peixes, 0s
agrotoxicos devem ser monitorados constantemente no meio ambiente, tendo em
vista que, os agrotoxicos apresentam inumeros efeitos toxicos na saude dos

organismos aquaticos.

5.4 CONSIDERAGOES FINAIS

ApOs a analise dos resultados da atividade enzimatica da anidrase carbdnica
nas branquias de tilapia Nilo expostas aos inseticidas fipronil e clorpirifés pelo periodo
de 96 h, constatou-se que esse biomarcador de osmorregulagdo € sensivel a
exposicao dos referidos agrotdxicos, demonstrando que a exposi¢ao individual ao
clorpirifés e fipronil ocasionou a inibicdo da anidrase carbénica, desregulando,
portanto, a atividade enzimatica da anidrase carbdnica no processo de
osmorregulacédo em branquias de Oreochromis niloticus.

Embora nao foi possivel analisar a atividade branquial da Na*, K* - ATPase em

tildpias do Nilo sob efeito da exposicdo ao clorpirifos e ao fipronil, devido a auséncia



100

de sua atividade enzimatica, diversos estudos in vivo apontam que a atividade dessa
enzima em peixes pode variar entre espécies.

Por fim, para estudos futuros, sugere-se a analise branquial da atividade da AC
in vivo em exposigdes prolongadas aos inseticidas fipronil e clorpirifés, tendo em vista
que esta enzima apresentou sensibilidade na exposigdo aguda aos referidos
agrotoxicos. Ainda, considerando que nao foi detectado a atividade do Na*, K* -
ATPase em tilapias do Nilo, sugere-se que seja realizado a verificagdo da atividade
dessa enzima em outras espécies de peixes, a fim de identificar se o fipronil e o
clorpirifés afetam sua atividade enzimatica, interferindo negativamente no processo

de osmorregulacgao.
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6 CONCLUSAO

O excessivo uso de agrotdxicos nas atividades agricolas vem proporcionando
varios riscos ao meio ambiente e aos seres humanos. O ambiente aquatico € um dos
inumeros locais atingidos pela utilizagdo indiscriminada de agrotdxico, e nele,
espécies nao-alvo podem sofrer com os efeitos toxicos desses produtos quimicos de
uso agricola.

Nesse sentido, o presente estudo, por meio da exposi¢ao de juvenis de tilapias
do Nilo aos inseticidas clorpirifos e fipronil, demonstrou os efeitos téxicos dos referidos
agrotoxicos mediante alteragbes estatisticamente significativas nas atividades
enzimatica da acetilcolinesterase, catalase, glutationa-S-transferase e anidrase
carbonica nos tecidos do cérebro, branquias e figado de Oreochromis niloticus.

Os resultados encontrados no presente experimento demonstraram que a
exposicao individual do clorpirifés inibiu a atividade enzimatica da AChE no tecido
cerebral e da CAT no tecido hepatico de tilapia do Nilo. Sob efeito da exposi¢cao ao
fipronil, a atividade da CAT cerebral e branquial foi inibida. Além disso, a exposigcao a
mistura de clorpirifés e fipronil foi capaz de inibir a atividade hepatica da CAT e da
atividade cerebral e branquial da GST de tilapias do Nilo. Assim, constatou-se que a
exposicao aos inseticidas clorpirifés e fipronil, tanto individual quanto em conjunto,
ocasionou estresse oxidativo em Oreochromis niloticus.

Ademais, foi observado a inibicdo da atividade da anidrase carbbnica nas
branquias de tilapia do Nilo sob efeito da exposicao individual ao clorpirifos e fipronil,
demonstrando assim, que esses inseticidas possuem capacidade de interferir no
processo de osmorregulacao de juvenis de tilapia do Nilo.

Quanto a interacdo da mistura de clorpirifés e fipronil, verificou-se a acéo
sinérgica em mais de 70% das atividades enzimaticas analisadas, apontando, assim,
que a mistura dos inseticidas foi capaz de potencializar os efeitos toxicos individuais
do fipronil e do clorpirifés.

Diante disso, conclui-se que os inseticidas clorpirifés e fipronil apresentam
potencial efeito tdxico em juvenis de tilapia do Nilo, sendo que a exposicao aguda aos
referidos inseticidas ocasionou estresse oxidativo e interferiu no processo de
osmorregulacédo de Oreochromis niloticus. Assim, recomenda-se que a utilizagédo
desses inseticidas seja realizada com cautela, a fim de evitar possiveis efeitos tdéxicos

aos organismos néo-alvo de ambientes aquaticos.
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Por fim, considerando que os biomarcadores utilizados foram sensiveis a
presenca de clorpirifés e fipronil, bem como a escassez de estudo na area em questao,
sugere-se que os estudos futuros sejam realizados com as misturas de diferentes
agrotoxicos, mediante a analise de biomarcadores de estresse oxidativo e
osmorregulacdo em peixes, a fim de obter anadlises realistas dos efeitos tdxicos

gerados pela exposi¢ao combinada de agrotoxicos em ambientes aquaticos.
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Pais: BRASIL CEP: 88538000

Estado:  SANTA CATARINA Telefone p/ contato: (49)99

Telefone: (49)99122-0091

Endereco eletrénico: LETICIA.MDEMOLINER@OUTLOOK.COM

142-1313

C

CURSO DE POS-GRADUAGCAO QUE ESTA MATRICULADO

1.LOCAL DE ESTUDOS: Instituigio: UDESC

Endereco: AV. LUIZ DE CAMOES

Curso: CIENCIAS AMBIENTAIS

Estado: SANTA CATARINA Tempo de duragdo do curso em semestres: 4

2.

PERIODO PREVISTO DE REALIZAGAO DO CURSO: matricula inicial: ~ 14/08/2020

Previsado de concluséo(Disciplinas e TCC): 14/08/2022

3.

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO: Nome do coordenador: INDIANARA FERNANDA BARCAROLLI

Endereco eletronico: EVERTON.SKORONSKI@UDESC.BR Fone p/contato:

(49)32899-261

D

ESTUDOS E ATIVIDADES PRETENDIDAS

1. AREA DE CONHECIMENTO Engenharias

2.
3.
4.

5.

SITUAGAO DO ALUNO: Fase final do curso - em elaboracdo da dissertagao
LINHA DE PESQUISA:  Gestao, Monitoramento e Controle Ambiental
TiTULO: EFEITO TOXICO DOS INSETICIDAS FIPRONIL E CLORPIRIFOS EM TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS)

REGIAO DA PESQUISA: Lages
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OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS:

Objetivo Geral:

- O presente estudo tem por objetivo analisar os possiveis efeitos téxicos da
exposigao aguda aos inseticidas fipronil e clorpirifés por meio de biomarcadores em

branquias, cérebro e figado de peixes da espécie Oreochromis niloticus.

Objetivos especificos:

- Analisar os efeitos individuais e combinados da exposigdo aguda (96h) aos
inseticidas fipronil e clorpirifés por meio das respostas de biomarcadores
(catalase, glutationa-S-transferase, acetilcolinesterase, anidrase carbodnica e,

Na+/ K+ - ATPase) em branquias, cérebro e figado de Oreochromis niloticus;

- Analisar se a combinacao dos inseticidas fipronil e clorpififés apresenta efeito

sinérgico ou antagdnico no caso em questao.

TEMA:

Os efeitos toxicos dos inseticidas fipronil e clorpirifés em Oreochromis niloticus, por meio da andlise de
biomarcadores em tecidos do organismo, a fim de verificar a interferéncia ocasionada pelos inseticidas a

espécie. .

JUSTIFICATIVA:

A crescente liberagéo de agrotdxicos para a comercializagdo em conjunto com

seu excessivo uso em atividades agricolas, vem proporcionando inimeras

preocupacgdes, como a contaminagéo e/ou poluicdo dos recursos hidricos, em

especial os recursos de agua doce. Assim, para a avalicdo de substancia sobre a biota
aquatica, a toxicologia representa grande importancia, pois € necessario obter-se
conhecimento sobre os efeitos que determinados contaminantes podem ocasionar ao

meio ambiente.

Dessarte, o presente estudo busca analisar os efeitos dos inseticidas fipronil e clorpirifés em
Oreochromis niloticus com a utilizagéo de testes toxicologicos, a fim de detectar

as alteragdes nos organismos por meio das analises de biomarcadores. Os resultados
encontrados no estudo serdo de relevancia para a analise da saude dos peixes, monitoramento
ambiental e para o meio cientifico, pois que ha poucos estudos que abordam esse

tema.

METODOLOGIA:

Os testes de toxicidade serao realizados no Laboratério de Toxicologia Ambiental da Universidade do Estado de




Santa Catarina (UDESC). Serao utilizados peixes juvenis da espécie Oreochromis niloticus, conhecida
popularmente como tilapia do Nilo, os quais serdo aclimatados durante 5 dias, em dgua com aeragao constante,
fotoperiodo de 12 claro: 12 escuro e temperatura de 20°C. Apés esse periodo, serao realizados os testes de
toxicidade agudo (96 h) com fipronil e clorpirifés, e com a mistura dos dois ingredientes ativos. Para tanto,

serdo selecionados de forma aleatoria 10 peixes para cada aquario, sendo que serdo selecionadas 5
concentragdes de cada composto, bem como sua mistura, e mais os grupos controles. Ao término das 96 horas os
peixes serao eutanasiados e serdo coletados as branquias, o figado e o cérebro para as anélises dos
biomarcadores, conforme descrito a seguir:

Os tecidos amostrais (branquias, cérebro e figado) seréo retirados com material cirdrgico adequados,
armazenados em tubos de Eppendorf, homogeneizados com solugéo tampéo e conservados sob refrigeracéo. A relagéo
entre as analises e os tecidos amostrados é a seguinte:

- Atividade da anidrase carbodnica: branquias

- Determinacéo de proteinas totais: branquias, cérebro e figado

- Atividade da catalase: branquias, cérebro e figado

- Atividade da acetilcolinesterase: cérebro

- Atividade da glutationa-S-transferase: branquias, cérebro e figado

- Sédio, potassio e ATPase: branquias

E DOCUMENTOS ANEXADOS

Histérico Escolar de Ensino Médio
Comprovante de residéncia
Comprovante de matricula
Curriculo Lattes

Documento oficial de identidade
CPF




ATIVIDADES ACADEMICAS PROTOCOLO: 18547

Valor de cada N de itens de Maximo de Pontuagao
Atividades Académicas item c/indicagéo no Pontuacio atingida pelo
lattes ¢ candidato
. . 3 pontos p/
a) livro publicado livro(Max 5 Livros) 0 15 0
b) artigo publicado em periodico nacional ou internacional com Qualis 3 pontos p/ 0 15 0
Perioédicos/CAPES artigo(Max 5 Art.)
2 pontos p/
c) capitulo de livro publicado capitulo(Max 5 0 10 0
Cap.)
d) apresentagao de trabalho com publicacdo em anais de congresso técnico- ; przr;:eoniszax 5 0 05 0
cientifico P ’
Apres.)
T ) 0,5 ponto p/
e) participagdo em grupo de pesquisa grupo(Max 4 0 02 0,0
Grupos)
Total 0,0

As atividades aqui pontuadas estéo identificadas no Curriculo Lattes, inseridos neste Cadastro, conforme Chamada publica n2 471/SED/2021.

1. CANDIDATO
Declaro que as informagdes apresentadas neste processo de selegdo séo verdadeiras. Li a chamanda publica n? 471/SED/2021 e estou de acordo

com suas determinagdes, assim como, caso seja contemplado com a bolsa, me comprometo com o programa UNIEDU/FUMDES Poés-graduacéo
por meio do Contrato de Assisténcia Financeira Estudantil - CAFE.

Local: Data: / /

Assinatura do Candidato

2. SECRETARIA/COORDENAGAO DO CURSO DE POS-GRADUAGAO

Local: Data: / /

Nome legivel

Assinatura Carimbo com identificagdo da IES ou carimbo da IES




ESTADO DE SANTA CATARINA

@
SECRETARIA DE ESTADO DA EDUCACAO ;5_&,34
DIRETORIA DE PLANEJAMENTO UNIEDU

GERENCIA DE PLANEJAMENTO E GESTAO

PROGAMA DE BOLSAS UNIVERSITARIAS DE SANTA CATARINA - UNIEDU
FUNDO DE APOIO A MANUTENCAO E AO DESENVOLVIEMENTO DA EDUCAGCAO SUPERIOR - FUMDES
POS-GRADUAGCAO

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins, que Leticia Margarete de Moliner, CPF 093.123.069-10, foi bolsista do
UNIEDU/FUMDES - pés-graduacgao/doutorado, no periodo de 01/03/2022 a 31/01/2023. Destacamos
que a bolsista cumpriu com as responsabilidades conforme previsto na Chamada Publica 261/SED/2022

e na legislacéo.

Floriandpolis, 25 de junho de 2025.

Marcus Tomasi

Diretor de Planejamento
(Assinado digitalmente)

24

N P4g. 01 de 01 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo SED 00002087/2025 e o cédigo 6YGO032KI.
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sgpe Assinaturas do documento

Cddigo para verificacdo: 6YGO032KI

Este documento foi assinado digitalmente pelos seguintes signatarios nas datas indicadas:

~ & MARCUS TOMASI (CPF: 404.XXX.820-XX) em 25/06/2025 as 16:43:13
"3""? Emitido por: "SGP-e", emitido em 30/03/2018 - 12:39:07 e valido até 30/03/2118 - 12:39:07.

(Assinatura do sistema)

Para verificar a autenticidade desta coOpia, acesse o link https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo/conferencia-
documento/UOVEXzcwNTRfMDAwWMDIwODdfMjA4AN18yMDI1XzZZRzAzMktJ ou o site
https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo SED 00002087/2025 € 0 c6digo 6YG032KI|
ou aponte a camera para o0 QR Code presente nesta pagina para realizar a conferéncia.
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TERMO DE COMPROMISSO PROGRAMA DE RESIDENCIA N.017046/2022

O MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DE SANTA CATARINA, com sede na Rua Bocailva, 1750, Centro, nesta
Capital, CNPJ 76.276.849/0001-54, representado neste ato pelo Coordenador de Recursos Humanos, Senhor
ANDREAS JUMES, e, de outro lado, o(a) Residente LETICIA MARGARETE DE MOLINER, CPF 093.123.069-10,
celebram entre si TERMO DE COMPROMISSO, pelas seguintes clausulas:

Clausula Primeira:

O presente Termo de Compromisso tem por objetivo a
realizagdo de RESIDENCIA no Ministério Publico, em
conformidade com o Ato N. 644/2022/PGJ, de 5 de

agosto de 2022, e consoante Resolugdo N. 246/2022
do CNMP.

Clausula Segunda:
A Residéncia, em qualquer de suas modalidades, nao

cria vinculo empregaticio de qualquer natureza com a
Administragdo Publica.

Clausula Terceira:

A Residéncia sera realizada na 01* Promotoria de
Justica da Comarca de Joagaba — Apoio Técnico. O
Residente, mediante requerimento voluntario de
adesdo, podera ser autorizado, a critério da chefia
imediata, e, quando for o caso, ouvido o Orientador, a
realizar suas atividades em regime de trabalho remoto
nas modalidades integrailmente a distancia ou mista.

Clausula Quarta:

O periodo de duragdo da Residéncia sera de
01/09/2022 a 29/08/2025, desde que o Termo de
Compromisso nao seja rescindido.

Clausula Quinta:

A jornada de atividades do Residente sera de 6 (seis)
horas didrias, totalizando 30 (trinta) horas semanais,
das 13H as 19H, compatibilizando-se com o
expediente dos orgdos do Ministério Publico. Findo o
prazo do Termo de Compromisso ou sendo esse
rescindido sem que tenha havido a compensagdo dos
dias faltosos, serdo estes descontados do valor da
contraprestagao.

Clausula Sexta:

O valor da contraprestagdo mensal é de RS 3.500,00
(trés mil e quinhentos reais) e do auxilio-transporte &
de RS 8,00 (oito reais) por dia de jornada
presencial, devendo o Ministério PUblico providenciar
seus pagamentos entre os dias 20 (vinte) e 28 (vinte e
oito) de cada més. Quando em regime de trabalho
remoto, o Residente somente fard jus ao valor
proporcional do auxilio-transporte nos dias em que vier
de modo presencial, com registro de ponto eletrénico.
Podera o Residente inscrever-se e contribuir como

segurado facultativo do Regime Geral de Previdéncia
Social.

Clausula Sétima:

O Residente tera direito a periodo de recesso
remunerado anual de 30 (trinta) dias, na forma da
clausula oitava deste Termo de Compromisso.

Clausula Oitava:

O gozo de recesso remunerado coincidird com o recesso
das atividades do Ministério Publico, devendo o saldo
remanescente ser gozado em comum acordo com 2
chefia imediata.

O saldo remanescente de recesso somente podera ser
gozado:

| - apés 12 meses de permanéncia na Residéncia, para o
saldo referente ao primeiro ano;

Il - apoés 18 meses de permanéncia na Residéncia, para
o saldo referente ao segundo ano;

IIl - apés 30 meses de permanéncia na Residéncia, para
o saldo referente ao terceiro ano;

Para o gozo de saldo remanescente de recesso, ©
Residente deverd comunicar a Geréncia de Cadastro e
Informagdes Funcionais, para as devidas anotagdes, o
periodo em que pretende usufrui-lo, com a anuéncia
expressa da chefla imediata e respeitado o
fracionamento minimo de 10 (dez) dias.

Durante o gozo de recesso, nao fara jus o Residente ao
auxilio-transporte.

O recesso remunerado n2o usufruido pelo Residente em
decorréncia do término do Termo de Compromisso ficara
sujeito a indenizagao proporcional.

Para fins de apuracdo do periodo de recesso a ser
indenizado devera ser considerada a aquisi¢io de 2,5
(dois inteiros e cinco décimos) dias de recesso por més
de permanéncia na Residéncia, subtraindo-se, ao final,
os dias de recesso eventualmente usufruidos.

Para apuragao do periodo de recesso a ser indenizado,
sera considerado como 1 (um) més de permanéncia na
Residéncia a fragao igual ou superior a 15 (quinze) dias
de exercicio nas fungdes.

O valor da indenizagao correspondera a 1/30 (um trinta
avos) do valor da bolsa vigente no momento da
dispensa, por dia de recesso ndo usufruido.

O pagamento da indenizagdo relativa a recesso nao
usufruido sera realizado de oficio quando da dispensa do
Residente, mediante autorizagdo do Secretario-Geral do
Ministério Publico.

Em caso de dispensa, se o Residente tiver usufruido
dias de recesso em guantidade superior ac gue lhe
seria devido em razdo do tempo de permanéncia na -
Residéncia, os valores correspondentes deverdo ser
restituidos ao Ministério Pablico, salvo se tratar-se de
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dias de recesso usufruidos durante o recesso anual
das atividades do Ministério Publico, que nao ficam
sujeitos a restituigao.

MINISTERIO PUBLICO
Santa Catarina

Clausula Nona:
Aplica-se ao Residente a legislagdo relacionada a
saude e seguranga no trabalho, sendo sua

implementagdo de responsabilidade do Ministério
Publico de Santa Catarina.

Clausula Décima:

E vedada a realizagdo de Residéncia sob orientagdo,
supervisdo ou subordinagdo direta de membro ou
servidor ocupante de cargo de diregdo, chefia ou
assessoramento no Ministério Publico de Santa
Catarina, para Residente seu conjuge, companheiro ou

parente até o terceiro grau civil inclusive, colateral ou
afim,

E vedado a0 Residente:

| - ter comportamento incompativel com a natureza da
atividade funcional;

Il - identificar-se, invocando sua qualidade funcional,
Ou usar papeéis com timbre do Ministério Publico em
qualquer matéria alheia ao servico;

Il - utilizar distintivos e insignias privativos dos
membros do Ministério Publico;

IV - opraticar quaisquer atos, processuais ou
extraprocessuais, que exijam capacidade postulatéria
ou gue constituam atribuigdo exclusiva de 6rgao de
execugdo do Ministério Publico, inclusive assinar
pegas processuais ou manifestagdes nos autos;

V - exercer atividade privada incompativel com sua
condig@o funcional;

VI - exercer a advocacia ou outro trabalho
incompativel com a atividade profissional
desempenhada durante a vigéncia do Programa de
Residéncia;

VIl - exercer cargo, emprego ou fung@o publica nos
Pcderes Judicidrio e Legislativo ou na Administragao
PuUblica direta ou indireta de quaisquer dos entes
federativos;

VIl - exercer suas fungdes em local diverso daguele
definido neste Termo de Compromisso;

IX - praticar, iscladamente ou conjuntamente, atos
privativos de membros do Ministério Pulblico, nas
esferas judicial ou extrajudicial;

X - assinar pegas privativas de Membros do Ministério
Publico, mesmo em conjunto com o Orientador.

Clausula Décima Primeira:

O Termo de Compromisso sera rescindido;

| - 2 pedido do Residente;

Il - de oficio, por interesse ou conveniéncia do
Ministério Publico;

Il - 20 se completar o periodo maximo de permanéncia
na Residéncia;

IV - por deixar o Residente de comparecer ao
desempenho de suas atividades, injustificadamente,
por oito dias consecutivos ou quinze dias intercalados,
durante o ano civil;

V - caso o Residente venha a violar os deveres ou
incidir nas vedagodes de que cuidam os arts. 77 e 78 da
Lei Complementar Estadual n. 728, de 23 de janeiro de
2019; ou

VI - por descumprimento de qualquer clausula do
Termo de Compromisso.

O Residente interessado em rescindir o Termo de
Compromisso devera comunicar o fato, diretamente ou
por intermédio de sua chefia, & Geréncia de Cadastro
e Informagdes Funcionais, por meio de mensagem
eletrénica.

A rescisdo com fundamento no inciso |l desta clausula
podera ocorrer, dentre outros motivos, por solicitagao
da chefia do érgdo ou recomendagdo do Orientacor da
Residéncia.

Clausula Décima Segunda: .

Sao obrigagées do MINISTERIO PUBLICO:

| - manter devidamente arquivado, em ambiente
préprio, o Termo de Compromisso, além de toda 2
documentagao relativa ao candidato admitido aoc
Programa;

Il - ofertar instalagdes que tenham condigdes
proporcionar ao Residente atividades
aprendizagem social, profissional e cultural;

lIl - indicar membro ou servidor de seu quadro
pessoal, com formagdo ou experiéncia profissional na
area de conhecimento desenvolvida no curse co
Residente, para orientar e supervisionar até 10 (dez)
Residentes simultaneamente;

IV - manter controle acerca da situagao funcicnal do
Residente;

V - por ocasidao do desligamento do Residente,
entregar termo de realizagdo de Residéncia com
indicagao resumida das atividades desenvolvidas, dos
periodos e da avaliagdo de desempenho;

VI - obter do Orientador de Residéncia, ac final ce
cada semestre, o relatério de atividades e, em
formulario préprio, suas avaliagdes de desempenho;
VIl - manter a disposigao da fiscalizagdo documentos
que comprovem a relacao de Residéncia.

de
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Clausula Décima Terceira:

A ORIENTADORA da Residente sera a PROMOTORA
DE JUSTICA DRA. MARCIA DENISE KANDLER
BITTENCOURT MASSARO ou gquem vier a substitui-
la.

As substituicGes eventuais ndo acarretarzo adendos ao
presente Termo de Compromisso.

E da responsabilidade do Orientador:

| - exercer a fiscalizagdo e a inspe¢ao permanente das
atividades desenvolvidas pelo Residente;

Il - proceder as ocrientagbes tedricas e praticas
necessarias a efetivagdo dos objetivos e das
finalidades da Residéncia; e

Il - fiscalizar o cumprimento do desempenho e da
jornada de atividades a que estiver sujeito o
Residente, comunicando a Coordenadoria de
Recursos Humanos eventuais auséncias injustificadas.

Clausula Décima Quarta:
S3o deveres do RESIDENTE:
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| - atender a orientag@o que Ihe for dada pela chefia
imediata;

Il - cumprir o horario que lhe for fixado, registrando a
frequéncia na forma estabelecida pela Instituicdo;

Il - manter sigilo sobre fatos relevantes de que tiver
conhecimento no exercicio das fungdes;

IV - apresentar-se ao servigo convenientemente
trajado;

V - manter a urbanidade no trato com as pessoas no
ambiente de trabalho;

VI - exercer com retidao e dignidade as suas fungodes;
2

VIl - outres que se mostrarem essenciais ao bom e
regular exercicio das fungdes auxiliares, fixados em
Ato do Procurador-Geral de Justica.

Clausula Décima Quinta:

Da participag@o em eventos académicos:

| - cabera ao Residente participar de atividades, cursos
e eventos académicos realizados pelo Centro de

Estudos e Aperfeigoamento Funcional - CEAF ou pela
Escola do Ministério Publico de Santa Catarina.

Il - a comprovagao da participagdo das atividades
mencionadas no item | que somem, no minimo, 360
horas-aula, é requisito para a obtengdo do certificado
de conclusao do Programa de Residéncia.

lll - caso as atividades mencionadas nesta clausula
coincidam com o horario de realizagdo das atividades
do Residente, cabera a chefia imediata abonar a falta
correspondente.

IV - o abono das faltas mencionadas no item anterior
ficara sujeito a apresentagdo do certificado de
frequéncia no referido evento.

Clausula Décima Sexta:

Dos requisitos para obtengado do Certificado Final:
Cumpridos os requisitos de frequéncia, de participagao
em atividades, cursos e eventos académicos, e obtida
a aprovagdo em procedimento de avaliagdo de
desempenho, o Residente fard jus ao certificado de
conclusac do Programa de Residéncia.

As duvidas e omissOes deste Termo serdo resolvidas
por oficio entre as partes, podendo ser revistas as
condigdes aqui estabelecidas.

Florianépolis, 09 de setembro de 2022.
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_~~  ANDREAS JUMES
~Coordenador de Reclrsos Humanos
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MARCIA DENJSE KANDLER BITTENCOURT MASSARO
‘ Promotera de Justica

= Orientadora
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LETICIA MARGARETE DE MOLINER
Residente



o
M P S' MINISTERIO PUBLICO
Santa Catarina

PLANO DE ATIVIDADES DE RESIDENCIA

RESIDENTE: LETICIA MARGARETE DE MOLINER.
SETOR/ORGAO/COORDENADORIA: 01* Promotoria de Justiga da Comarca de Joagaba ~ Apoio Técnico.
CARGO DO ORIENTADOR DA RESIDENCIA: Promotora de Justiga.

ATIVIDADES DIARIAS:
Incube ao Estagiario auxiliar no exercicio das seguintes atividades:

- O auxilio na execugdo das atividades administrativas desempenhadas pelo 6rgao a que estiver vinculado;
- O levantamento e o tratamento de dados necessarios ou convenientes ao exercicio de suas atividades,

- A execugdo dos servigos de digitagdo, correspondéncia, oficios, e-mail, registro e arquivo que Ihe forem
atribuidos;

- O atendimento ao publico, nos limites da orientagdo que venha receber;

-0 desempenhé'ab quai ividades compativeis com sua condigdo académica.
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Orentador
“(assinatura e carimbo)

Residente

Rua Pedro Ive, 231 - Sala 702 - Centro - Florangpolis/SC -~ CEP 58010-070 - Fona: (48) 3330-2218 ~ Fax. (48) 3330-2218



DECLARACAO

DECLARO, para os devidos fins e efeitos e a quem interessar possa, que revendo

os arquivos do Ministério Publico de Santa Catarina, na Coordenadoria de Recursos Humanos
da Procuradoria-Geral, neles consta que LETICIA MARGARETE DE MOLINER, CPF n.

093.123.069-10, exerce as funcées de RESIDENTE de ENGENHARIA SANITARIA
AMBIENTAL no Ministério Publico desde 01/09/2022 até apresente data, com previsdo de
término em 29/08/2025. Declaro, ainda, que a carga horaria do RESIDENTE é de 30 horas

semanais. E, por ser verdade, passei a presente declaragdo na data de 6 de junho de 2025.

> /\_,s

ANDRE LUIZ GRAMS

GERENTE DE ESTAGIO E RESIDENCIA
Documento assinado digitalmente

u b ANDRE LUIZ GRAMS
g Ll Data: 06062025 09:13:03-0300

Verifique em https;/ fvalidar.iti.gov.br

[76.276.849/0001-541
Ministério Publico do Estado de SC
Procuradoria-Geral de Justica
Rua: Bocaidva, n. 1750

Centro - CEP; 38015-904
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TERMO DE COMPROMISSO PROGRAMA DE ESTAGIO N. 002626/2021

O MINISTERIO PUBLICO DO ESTADO DE SANTA CATARINA, com sede na Rua Bocailva, 1792, Edificio do

Ministério Publico, Centro, nesta Capital,

CNPJ 76.276.849/0001-54,

representado neste ato pelo(a)

Coordenador(a) de Recursos Humanos, Senhor(a) ANDREAS JUMES, e, de outro lado, o(a) estagiario(a)
LETICIA MARGARETE DE MOLINER, CPF 093.123.069-10, aluno(a) regularmente matriculada no PROGRAMA
DE MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS da UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA -
UDESC, representado(a) neste ato pelo Prof. Dr. EVERTON SKORONSKI, celebram, entre si, TERMO DE

COMPROMISSO, pelas seguintes clausulas:

Clausula Primeira:

O presente termo de compromisso tem por objetivo a
realizagdo de ESTAGIO CURRICULAR NAO-
OBRIGATORIO no Ministério Publico, em
conformidade com o Ato N. 801/2016/PGJ, de 18 de
novembro de 2016, e com a Lei Complementar
Estadual n. 738, de 23 de janeiro de 2019, e consoante
Resolucdo N. 42/2009 do CNMP, e de acordo com a
Lei Federal n. 11.788, de 25 de setembro de 2008 e de
acordo com o Convénio n. 042/2019.

Clausula Segunda:

O estagio, em qualquer de suas modalidades,
obrigatério e ndo obrigatério, néo cria vinculo
empregaticio de qualquer natureza.

Clausula Terceira:
O estagio sera realizado na 01 Promotoria de
Justica da Comarca de Joagaba.

Clausula Quarta:

O periodo de duragéo do estagio sera de 17/03/2021 a
31/07/2022, desde que o Convénio com a Instituicdo de
Ensino n&o seja rescindido.

Clausula Quinta:

A jornada de atividades do estagiario sera de 6 (seis)
horas diarias, totalizando 30 (trinta) horas semanais,
das 13H AS 19H, compatibilizando-se com o horario
escolar e o expediente dos 6rgaos do Ministério
Puablico. Findo o prazo do Termo de Compromisso ou
sendo esse rescindido sem que tenha havido a
compensagdo dos dias faltosos, serdo estes
descontados do valor da contraprestagao.

Clausula Sexta:

O valor da contraprestacéo e do auxilio-transporte para
estagiario com ensino superior é de R$ 2.074,67 (DOIS
MIL E SETENTA E QUATRO REAIS E SESSENTA E
SETE CENTAVOS) E R$ 150,00 (CENTO E
CINQUENTA REAIS) respectivamente, devendo o
Ministério Publico providenciar seus pagamentos entre
os dias 20 (vinte) e 28 (vinte e oito) de cada més.
Podera o estagiario inscrever-se e contribuir como
segurado facultativo do Regime Geral de Previdéncia
Social.

Clausula Sétima:

O Estagiario tera direito a periodo de recesso
remunerado anual de 30 (trinta) dias, na forma da
clausula oitava deste termo de compromisso.

Clausula Oitava:

O gozo de recesso remunerado coincidira com o recesso
das atividades do Ministério Publico, devendo o saldo
remanescente ser gozado, preferencialmente, durante o
recesso escolar.

O saldo remanescente de recesso somente podera ser
gozado:

| - apés 12 meses de permanéncia no estagio, para o
saldo referente ao primeiro ano de estagio;

Il — apds 18 meses de permanéncia no estagio, para o
saldo referente ao segundo ano de estagio;

Para o gozo de saldo remanescente de recesso, o
Estagiario devera comunicar a Coordenadoria de
Recursos Humanos, para as devidas anotagbes, o
periodo em que pretende usufrui-lo, com a anuéncia
expressa da chefia imediata e respeitado o
fracionamento minimo de 10 (dez) dias.

Durante o gozo de recesso, ndo fara jus o Estagiario ao
auxilio-transporte.

O recesso remunerado nao usufruido pelo Estagidrio em
decorréncia do término do estagio ficara sujeito a
indenizagao proporcional.

Para fins de apuracdo do periodo de recesso a ser
indenizado, devera ser considerada a aquisicdo de 2,5
(dois inteiros e cinco décimos) dias de recesso por més
de permanéncia no estagio, subtraindo-se, ao final, os
dias de recesso eventualmente usufruidos.

Para apuragao do periodo de recesso a ser indenizado,
sera considerado como 1 (um) més de permanéncia no
estagio a fragéo igual ou superior a 15 (quinze) dias de
exercicio nas fungdes.

O valor da indenizagédo correspondera a 1/30 (um trinta
avos) do valor da bolsa de estdgio vigente no momento
da dispensa, por dia de recesso nao usufruido.

O pagamento da indenizagdo relativa a recesso nao
usufruido sera realizado de oficio quando da dispensa do
Estagiario, mediante autorizacdo do Secretario-Geral do
Ministério Publico.

Em caso de dispensa, se o Estagiario tiver usufruido
dias de recesso em quantidade superior ao que lhe
seria devido em razdo do tempo de permanéncia no
estagio, os valores correspondentes deverdo ser
restituidos ao Ministério Publico, salvo se se tratar de
dias de recesso usufruidos durante o recesso anual
das atividades do Ministério Publico, os quais néao
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ficam sujeitos a restituigcao.

Clausula Nona:

Aplica-se ao estagiario a legislagdo relacionada a
saude e seguranga no trabalho, sendo sua
implementagcdo de responsabilidade do Ministério
Publico de Santa Catarina.

Clausula Décima:

E vedado ao Estagiario atuar sob orientagdo ou
subordinacao direta a membro do Ministério Publico ou
a servidor ocupante de cargo de direcdo, chefia ou
assessoramento que lhe seja cdnjuge, companheiro ou
parente até o terceiro grau, inclusive.

E vedado ao Estagiario:

| - ter comportamento incompativel com a natureza da
atividade funcional;

Il - identificar-se, invocando sua qualidade funcional,
ou usar papéis com timbre do Ministério Publico em
qualquer matéria alheia ao servigo;

[l — utilizar distintivos e insignias privativos dos
membros do Ministério Publico;

IV - praticar quaisquer atos, processuais ou
extraprocessuais, que exijam capacidade postulatoria
ou que constituam atribuicdo exclusiva de érgédo de
execugao do Ministério Publico, inclusive assinar
pecgas processuais ou manifestagées nos autos;

V - exercer atividade privada incompativel com sua
condicao funcional.

VI - exercer a advocacia ou outra atividade
remunerada;

VIl - exercer outro estagio, remunerado ou nao, exceto
se curricular obrigatdrio;

VIII - exercer cargo, emprego ou fungcdo publica nos
Poderes Judiciario e Legislativo ou na Administracéo
Pdblica direta ou indireta de quaisquer dos entes
federativos.

IX - exercer suas fungdes em local diverso daquele
definido neste Termo de Compromisso.

X - praticar, isoladamente ou conjuntamente, atos
privativos de membros do Ministério Publico, nas
esferas judicial ou extrajudicial.

Clausula Décima Primeira:

O Termo de Compromisso sera rescindido:

| - a pedido do Estagiario;

Il - de oficio, por interesse ou conveniéncia do
Ministério Publico;

[l - por conclusdo ou abandono do curso em que
estiver matriculado o Estagiario;

IV - ao se completar o periodo maximo de
permanéncia no Estagio;

V - por deixar o Estagiario de comparecer ao
desempenho de suas atividades, injustificadamente,
por oito dias consecutivos ou quinze dias intercalados,
durante o ano civil;

VI - se nao for renovada a matricula no curso;

VIl - caso o Estagiario venha a violar os deveres ou
incidir nas vedagbes de que cuidam os arts. 77 e 78,

incisos VI, VIl e VIII, da Lei Complementar Estadual n.
738, de 23 de janeiro de 2019;

VIII - por transferéncia para outra Instituicdo de Ensino
ou para curso incompativel com a respectiva
modalidade de estagio; ou

IX - por descumprimento de qualquer clausula do
Termo de Compromisso.

O Estagiario interessado em rescindir o Termo de
Compromisso devera comunicar o fato, diretamente ou
por intermédio de sua chefia, a Coordenadoria de
Recursos Humanos, por meio de mensagem
eletrdnica.

A rescisao com fundamento no inciso Il do caput desta
clausula podera ocorrer, dentre outros motivos, por
solicitacdo da chefia do 6rgdo ou recomendacdo do
supervisor do estagio.

Observado o periodo maximo de permanéncia no
estagio, o Estagiario de pdés-graduacdo que estiver
prestes a concluir o curso podera requerer o
prosseguimento no exercicio das fungdes, devendo
comprovar a Coordenadoria de Recursos Humanos,
com antecedéncia minima de 30 (trinta) dias do
término do prazo de vigéncia do Termo de
Compromisso, a matricula em novo curso compativel
com a respectiva modalidade de estagio.

Na hipétese do paragrafo anterior, o prosseguimento
no exercicio das fungbes dependera da celebragéo de
novo Termo de Compromisso.

Clausula Décima Segunda:

Sao obrigagdes das INSTITUIGOES DE ENSINO, em
relacdo aos estagios de seus educandos:

| — celebrar termo de compromisso de admissao ao
Programa com o educando ou com seu representante
ou assistente legal, quando ele for absoluta ou
relativamente incapaz, e com a parte concedente,
indicando as condigdes de adequacdo do estagio a
proposta pedagdgica do curso, a etapa e modalidade
da formacgédo escolar do estudante e ao horario e
calendario escolar;

Il - fornecer semestralmente os atestados de matricula,
frequéncia e aproveitamento dos estudantes
selecionados pelo Ministério Publico;

Il — avaliar as instalagbes da parte concedente do
estagio e sua adequagdo a formagdo cultural e
profissional do educando;

IV — indicar professor orientador, da area a ser
desenvolvida no estagio, como responsavel pelo
acompanhamento e avaliacdo das atividades do
estagiario;

V — exigir do educando a apresentagao periédica, em
prazo nao superior a 6 (seis) meses, de relatério das
atividades.

VI — zelar pelo cumprimento do termo de compromisso,
reorientando o estagiario para outro local em caso de
descumprimento de suas normas;

VIl — elaborar normas complementares e instrumentos
de avaliacao dos estagios de seus educandos;

VIIl — comunicar a parte concedente do estagio, no
inicio do periodo letivo, as datas de realizagcdo de
avaliagbes escolares ou académicas; e
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IX - comunicar o eventual abandono do estudante as
aulas ou nao obtengao da frequéncia minima exigida.

Clausula Décima Terceira:

S&o obrigagbées do MINISTERIO PUBLICO:

| - manter devidamente arquivado, em pasta propria, o
termo de compromisso, além de toda a documentagao
relativa ao estudante admitido ao Programa.

Il — ofertar instalagdes que tenham condi¢cdes de
proporcionar ao educando atividades de aprendizagem
social, profissional e cultural,

Il = indicar membro ou servidor de seu quadro de
pessoal, com formagdo ou experiéncia profissional na
area de conhecimento desenvolvida no curso do
estagiario, para orientar e supervisionar até 10 (dez)
estagiarios simultaneamente;

IV — contratar em favor do estagiario seguro contra
acidentes pessoais, cuja apodlice seja compativel com
valores de mercado;

V - manter controle acerca da situagao funcional e
escolar do estudante;

VI — por ocasido do desligamento do estagiario,
entregar termo de realizagdo do estagio com indicagao
resumida das atividades desenvolvidas, dos periodos
e da avaliagéo de desempenho;

VII - obter do supervisor de estagio, ao final de cada
semestre, o relatério de atividades do estagiario e, em
formulario proéprio, suas avaliagées de desempenho;
VIII — manter a disposi¢ao da fiscalizagdo documentos
que comprovem a relacao de estagio;

IX — enviar a instituicdo de ensino, com periodicidade
maxima de 6 (seis) meses, relatério de atividades, com
vista obrigatéria ao estagiario.

Clausula Décima Quarta:

A SUPERVISORA da estagiaria sera a PROMOTORA
DE JUSTICA DRA. MARCIA DENISE KANDLER
BITTENCOURT MASSARO ou quem vier a substitui-
la.

E da responsabilidade do Supervisor de Estagio:

| - exercer a fiscalizagdo e a inspegao permanente das
atividades desenvolvidas pelo Estagiario;

Il - proceder as orientagbes necessarias a efetivagédo
dos objetivos e das finalidades do estagio; e

Il - fiscalizar o cumprimento da jornada de atividades a
que estiver sujeito o Estagiario, comunicando a
Coordenadoria de Recursos Humanos eventuais
auséncias injustificadas.

Clausula Décima Quinta:

Sio deveres do ESTAGIARIO:

| - atender a orientagdo que lhe for dada pela chefia
imediata;

Il - cumprir o horario que lhe for fixado, registrando a
frequéncia na forma estabelecida pela Instituigao;

Il - comprovar, no inicio de cada semestre ou ano
letivo, a renovagao da matricula no respectivo curso;
IV - manter sigilo sobre fatos relevantes de que tiver
conhecimento no exercicio das funcgdes;

V - apresentar-se ao servigco convenientemente
trajado;

VI - manter a urbanidade no trato com as pessoas no
ambiente de trabalho;

VII - exercer com retidao e dignidade as suas fungdes;
e

VIII - outros que se mostrarem essenciais ao bom e
regular exercicio das fung¢des auxiliares, fixados em
ato do Procurador-Geral de Justica.

Clausula Décima Sexta:

O(a) estagiario(a) estara coberto(a) pelo Seguro da
Sudamerica Clube de Servigos, Apdlice n.
2393930006658, CNPJ n. 81.222.267/0001-25.

As duvidas e omissoes relativas a este Termo Aditivo
serao resolvidas, por intermédio de oficio, entre as
partes, podendo ser revistas as condi¢des aqui
estabelecidas.

Florianoépolis, 25 de fevereiro de 2021.

] g
/ gt g > A
,../ ANDREAS/JUMES
—Coordenador de Reclirsos Humanos

EVERTON
ub

ORONSKI

Assinado digitalmente por MARCIA DENISE KANDLER
BITTENCOURT MASSARO:00528857983

MARCIA DENISE
KANDLER
BITTENCOURT

MASSARO:
00528857983 Poui Raader Varsio, 570

MARCIA DENISE KANDLER BITTENCOURT
MASSARO
Promotora de Justica
Supervisora de Estagio

DN: C=BR, O=ICP-Brasil, OU=Autoridade Certificadora
Raiz Brasileira v2, OU=AC SOLUTI, OU=AC SOLUTI
Multipla, OU=15074920000202, OU=Certificado PF A3,
CN=MARCIA DENISE KANDLER BITTENCOURT
MASSARO:00528857983

Razfo: EU eslou aprovando este documento com mint
assinatura de vinculago legal

Lacalizagaos sua locaiizaca do assinatura aqui

LETICIA MARGARETE DE MOLINER
Estagiaria
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PLANO DE ATIVIDADES DE ESTAGIO

ESTAGIARIA:~ LETICIA MARGARETE DE MOLINER.
SETOR/ORGAO/COORDENADORIA: 01* Promotoria de Justica da Comarca de Joagaba.
CARGO DA SUPERVISORA DO ESTAGIO: Promotora de Justica.

ATIVIDADES DIARIAS:

| - 0 acompanhamento de procedimentos administrativos, com averiguacao do efetivo cumprimento das metas
estipuladas, com a respectiva emissao de relatorios e discussao de solugdes técnicas eventualmente sugeridas;
Il - o levantamento, a compilagdo e o tratamento de dados, auxiliando na definicdo de estratégias de atuacéo do
6rgao de execugao na area ambiental;

Il - o auxilio na interpretacéo de estudos técnicos e conceituagéao legislativa na area ambiental,

IV - a execugdo dos servigos de digitagdo, correspondéncia, escrituragio, registro e arquivo, que lhe forem
atribuidos;

V - a realizagdo ou o acompanhamento das diligéncias de investigacdo de que for incumbido, exceto as de
policia judiciaria;

VI - analise técnica de casos concretos de dano ambiental ou ameaca de dano ambiental, discutindo medidas de
prevencgao, mitigacao e recuperacao de impactos ambientais

VIl - o estudo e pesquisa das matérias que lhe sejam confiadas, propondo a adog¢do dos procedimentos
consequentes, inclusive minutando pegas ou relatérios para analise do 6érgao de execugao respectivo;

VIII - auxilio no atendimento ao publico, nos limites da sua formagao académica;

IX - o auxilio e acompanhamento do 6rgdo de execugdo em audiéncias publicas, reunides de instrugcao de
procedimentos administrativos, explanagdes e apresentagdes publicas; e

X - o desempenho de quaisquer atividades compativeis com sua condigao académica.

UDESC \\

Supervisora
(assinatura e carimbo)

Estagiaria

Rua Pedro Ivo, 231 - Sala 702 — Centro — Floriandpolis/SC — CEP 88010-070 - Fone: (48) 3330-2202
geinf@mpsc.mp.br - www.mpsc.mp.br
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DECLARACAO

DECLARO, para os devidos fins e efeitos e a quem interessar possa, que revendo

os arquivos do Ministério Publico de Santa Catarina, na Coordenadoria de Recursos Humanos
da Procuradoria-Geral, neles consta que LETICIA MARGARETE DE MOLINER, CPF n.

093.123.069-10, exerceu as fungdes de ESTAGIARIO(A) de POS-GRADUACAO de
ENGENHARIA SANITARIA AMBIENTAL no Ministério Publico no periodo de
05/04/2021 até 31/08/2022. Declaro, ainda, que a carga horaria do ESTAGIARIO(A) de

POS-GRADUACAO foi de 30 horas semanais. E, por ser verdade, passei a presente
declaracao na data de 6 de junho de 2025.

5 A s
ANDRE LUIZ GRAMS

GERENTE DE ESTAGIO E RESIDENCIA

Documento assinado digitalmente

y b AMDRE LUIZ GRAMS
L1 Data: 06/06,/2025 09:13:03-0300

Verifique em https;/ /validar.iti.gov.br
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CERTIFICADO

Leticia Margarete de Moliner

TREINAMENTO MAESTRIA EM EXCEL

7f runc / TR 7
Bruno Gama Furini, CMO da Maestria
/ CNPJ 27619896/0001- 48
. &
\_//3 \ /\@_\ \\\\ @j)\ ~ )




