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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos dos agrotoxicos
Clorantraniliprole e Ametrina, isolados e em mistura, sobre a espécie Ceriodaphnia
silvestrii e em diferentes temperaturas, e assim realizar uma avaliacao de risco preliminar
desses agrotdxicos para os corpos d’agua brasileiros. Para isso, testes comparativos dos
efeitos agudos e cronicos dos compostos isolados e em mistura foram realizados em sua
forma padréo. Os resultados dos testes de toxicidade aguda evidenciaram um aumento da
mortalidade com o aumento do tempo de exposi¢cao aos compostos selecionados. Com
relacdo aos testes de toxicidade cronica, o herbicida Ametrina reduziu significativamente
a fertilidade das fémeas de Ceriodaphnia. silvestrii em concentracgdes a partir de 20 pg L”
L e o inseticida Clorantraniliprole causou efeitos horméticos sobre a fertilidade das fémeas
nas duas menores concentracgdes testadas (0,02 e 0,04 pg L) e reduziu significativamente
a reproducdo na concentracio de 0,14 pg L. Nos experimentos combinando a
metodologia de testes padronizados utilizando trés temperaturas (17, 23 e 30°C), 0s testes
foram realizados com o claddcero C. silvestrii apds o periodo de aclimata¢do. Nos testes
de toxicidade aguda para o inseticida Clorantraniliprole, efeitos significativos na
imobilidade dos organismos foram observados em baixas concentragdes testadas. Nos
testes crénicos, ocorreu efeito de hormésis na temperatura de 23°C para a concentracao
de 0,04 pg L e reducdo significativa na fertilidade das fémeas foram encontrados para o
comprimento corporeo e nimero de ovos e descendentes a partir da concentracdo de 0,07
ug Lt nas trés temperaturas testadas. Para o herbicida Ametrina os resultados dos testes
de toxicidade aguda demonstraram um efeito significativo na maior temperatura testada
(30°C). Nos testes de toxicidade cronica, foi observada reducdo significativa nos
parametros: comprimento corporal, nimero de ovos e de neonatos, na temperatura de
17°C, onde os organismos de C. silvestrii foram mais sensiveis do que nas temperaturas
de 23 e 30°C. Assim, nossos resultados mostram que a aclimatacdo pode gerar diferencas
significativas na toxicidade e na sensibilidade do claddcero C. silvestrii, indicando a
necessidade da incorporacdo do fator termal nos ensaios de ecotoxicidade com
organismos aquaticos tropicais ja que essa variavel ambiental influéncia nos processos
bioldgicos dessa espécie. Nos ensaios com a mistura, nos testes de toxicidade aguda dos
ingredientes ativos, os dados apresentaram interacdo dependente do nivel da dose a partir
do modelo de Adigcdo de concentragdo (CA), sendo que em baixas doses ocorreu

antagonismo e em altas doses 0 gque se observou foi o sinergismo entre seus componentes.



A exposicao crénica também resultou em uma toxicidade dose-dependente, sendo que em
baixas doses ocorre antagonismo e em altas doses sinergismo com mudanca na interacdo
ocorrendo em nivel igual a CEso. Diante do exposto, conclui-se que 0s agrotdxicos
estudados, isolados, em mistura e com a aclimatagcdo em diferentes temperaturas causou
toxicidade no organismo-teste, representando riscos em potencial para os ambientes
aquaticos. Sd&o, portanto, sugeridas medidas mais restritivas de uso desses compostos
para garantir maior protecdo da biota de agua doce dos corpos d’agua de ambientes

tropicais.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; misturas; Temperatura; Ceriodaphnia silvestrii;

Chlorantraniliprole; Ametryn.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of the pesticides
Chlorantraniliprole and Ametryn, isolated and mixed, on the species Ceriodaphnia
silvestrii at two different temperatures and thus, carry out a preliminary risk assessment
of these pesticides to Brazilian water bodies. However, comparative tests of the acute and
chronic effects of isolated and mixed compounds were carried out with their standard
formulation. The results demonstrated that the acute toxicity tests pointed an increase in
mortality with increasing exposure time according to the selected compounds.
Concerning to the chronic toxicity tests, the herbicide Ametryn significantly reduced the
fertility of C. silvestrii females at concentrations from 20 ug L? and the insecticide
Chlorantraniliprole caused hormetic effects on female fertility in the two lowest
concentrations tested (0,02 and 0,04 pg L) and significantly reduced reproduction at the
concentration of 0,14 pg L™ In the experiments, combining the methodology of
standardized tests using three temperatures (17, 23 and 30°C), the tests were carried out
with the cladoceran C. silvestrii after the acclimation period. In acute toxicity tests for the
insecticide Chlorantraniliprole, significant effects on the immobility of organisms were
observed at low concentrations tested. In chronic tests, there was a hormesis effect at the
temperature of 23°C for the concentration of 0,04 ug L™ and significant reduction in
female fertility were found for body length, number of eggs and offspring from the
concentration of 0,07 pug L™ at the three temperatures tested. For the herbicide Ametryn,
the results of the acute tests showed a significant effect of temperature on the toxicity of
the herbicide Ametryn, at the highest temperature tested (30°C), the average mortality
occurred at lower concentrations than when compared to the mean mortality of the lower
temperatures (17 and 23°C). In chronic tests, significant reductions were observed in the
following parameters: body length, number of eggs and newborns, with emphasis on the
temperature of 17°C, where the organisms of C. silvestrii were more sensitive than at the
temperatures of 23 and 30°C. Thus, our results show that acclimation can generate
significant differences in the toxicity and distribution of the sensitivity of the cladoceran
C. silvestrii, indicating the need to incorporate the thermal factor in ecotoxicity tests with
tropical aquatic organisms, as well as this environment variable influences biological
processes of that species. In the tests with the mixture, in the acute toxicity tests of the

active ingredients, the data showed dependent interaction on the dose level from the



Addition of Concentration model (CA), with antagonism occurring at low doses and at
high doses what was observed was synergism between its components. Chronic exposure
also resulted in a dose-dependent toxicity, with antagonism occurring at low doses and
synergism at high doses with a change in interaction occurring at a level equal to EC50.
Given the above, it is concluded that the pesticides studied, isolated, in mixture and with
acclimation at different temperatures caused toxicity in the test organism, representing
potential risks to aquatic environments, suggesting more restrictive measures for the use
of these compounds to ensure greater protection of freshwater bodies in tropical

environments.

Keywords: Ecotoxicology; mixtures; Temperature; Ceriodaphnia silvestrii;
Chlorantraniliprole; Ametryn
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ESTRUTURA DA TESE

Essa tese foi escrita de maneira a facilitar a publicacdo dos resultados e
estruturada na forma de capitulos, os quais foram escritos contemplando os itens Resumo,
Introdugdo, Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusfes e Referéncias
Bibliograficas. Os apéndices foram inseridos quando necessarios de modo a oferecer
maior detalhamento dos resultados de cada experimento, sendo assim incluidos como
elementos pos-textuais ao final de cada capitulo. Um capitulo inicial foi escrito com
informacdes gerais para contextualizar a pesquisa, discorrendo de forma abrangente sobre
0s agrotoxicos com os elementos: definicdo, processos, interacdes bioldgicas e efeitos
toxicos, misturas, diferentes temperaturas e Ecotoxicologia. Além do mais, foram
ordenados quatro capitulos de acordo com o decorrer das etapas desenvolvidas da

pesquisa, conforme descrito abaixo:

Capitulo 1 — Efeitos dos agrotoxicos Clorantraniliprole e Ametrina em suas formas
analiticas padrao sobre o cladocero de agua doce Ceriodaphnia silvestrii.

Neste capitulo foi analisada isoladamente a toxicidade de cada agrotdxico
(Clorantraniliprole e Ametrina) na sua forma padrdo para a espéecie nativa Ceriodaphnia
silvestrii através de ensaios ecotoxicoldgicos, comparando a sensibilidade da espécie
testada a uma substancia de referéncia, tendo em vista uma maior utilizacdo de espécies
nativas de agua doce em testes rotineiros de laboratdrio. A sensibilidade dos organismos
foi avaliada através de testes de toxicidade aguda e crénica de modo a obter os valores de
CEso - 48h e os valores de CENO - 7 a 8 dias para a reproducéo. Os parametros observados

foram: imobilidade, comprimento corporal, sobrevivéncia e fertilidade.

Capitulo 2 — A Influéncia da temperatura no potencial toxico do agrotoxico
Clorantraniliprole em sua forma analitica padréo, na historia de vida do claddcero
de agua doce Ceriodaphnia silvestrii.

Neste capitulo foi avaliada a hipétese de que o inseticida Clorantraniliprole, na sua
formulacdo padrdo, poderia ter seu efeito potencializado para a espécie escolhida quando
combinado a um fator de estresse, como a temperatura, fora do ideal para o0 organismo-
teste. A sensibilidade dos organismos foi avaliada através de testes de toxicidade aguda e
crénica de modo a obter os valores de CEsxo - 48h e os valores de CENO — para a idade de
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primeira reproducdo (7 a 8 dias). As varidveis-resposta observadas foram: imobilidade,

comprimento corporal, sobrevivéncia e fertilidade.

Capitulo 3 — ImplicacBes do herbicida Ametrina em sua forma analitica padrao para
a histéria de vida do cladécero de agua doce Ceriodaphnia silvestrii quando em
diferentes temperaturas.

Este capitulo teve o propdsito de verificar a hipdtese de que herbicida Ametrina, na sua
formulacdo padrédo, poderia ter seu efeito potencializado para a espécie escolhida quando
combinado a um fator de estresse, como a temperatura, fora do ideal para o organismo-
teste. A sensibilidade dos organismos foi avaliada através de testes de toxicidade aguda e
cronica de modo a obter os valores de CEsp - 48h e os valores de CENO - 7 a 8 dias para
a reproducdo. Os parametros observados foram: imobilidade, comprimento corporal,

sobrevivéncia e fertilidade.

Capitulo 4 — Efeitos da mistura dos agrotoxicos Clorantraniliprole e Ametrina em
suas formas analiticas padrao sobre os organismos de Ceriodaphnia silvestrii.

De acordo com os estudos realizados nos dois capitulos anteriores, onde foram realizados
testes ecotoxicologicos com cada agrotéxico isoladamente combinados a um fator de
estresse provocado pela temperatura, neste capitulo foi possivel avaliar os efeitos toxicos
letais e subletais provocados pela mistura de um inseticida e um herbicida em suas formas
padrdo no organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii. A sensibilidade dos organismos foi
avaliada através de testes de toxicidade aguda e crénica de modo a obter os valores de
CEso - 48h e os valores de CENO - 8 dias para a reprodugédo. Os pardmetros observados

foram: comprimento corporal e fertilidade.

Assim, com base nesses quatro capitulos, as conclusdes gerais da tese e as

consideracdes finais puderam ser elaboradas.
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CONTEXTUALIZACAO E JUSTIFICATIVA

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Agrotoxicos: Definigdes e classificacdes

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), os agrotoxicos
eram considerados antigamente como um marco na evolugdo agricola, sendo um produto
da ciéncia desenvolvido para garantir um aumento da produtividade no campo através do
controle de pragas. Hoje, estdo entre os principais modelos de desenvolvimento atual da
agricultura brasileira, centrados em ganho de melhora na produtividade(IBGE, 2015).

As pragas agricolas e demais patogenos prejudicam aproximadamente de 10 a
40% da producdo agricola bruta no mundo, o que acarreta em uma elevagdo dos precgos
dos alimentos e uma diminuicdo na qualidade dos produtos, resultando em uma
dependéncia maior de produtos importados para suprir a demanda (GODOY;
OLIVEIRA, 2003).

Em nivel mundial, a historia dos agrotoxicos pode ser compreendida em trés fases.
A primeira, compreende o periodo que antecede a década de 1870, na Grécia Antiga, onde
para o controle de pragas, em geral, era comum o uso de produtos naturais como, por
exemplo, o enxofre. Ja para o periodo compreendido entre 1870 a 1945, além dos
produtos organicos naturais, ocorreu a inser¢do dos produtos sintéticos inorganicos. A
partir de 1945, teve fim o0 uso dos produtos organicos naturais e sintéticos inorganicos,
para dar entrada a utilizacdo dos agrotoxicos sintéticos, por exemplo, os organoclorados,
gue apresentam em sua estrutura atomos de carbono e cloro, como o DDT, o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e, mais tarde, o hexaclorociclohexano (HCH), sendo
considerado um marco significativo na civilizacdo humana, pois a partir deste avango 0s
agrotdxicos foram sintetizados por humanos e nomeados de pesticidas quimicos, sendo
considerados facilitadores e mantenedores da atividade agricola (CAVALHEIROS, 1993;
SANCHES et al., 2003) ( ZHANG et al., 2012). Durante a Segunda Guerra Mundial, era
comum a utilizagdo do DDT pelos soldados como forma de protecao contra as epidemias
de tifo transmitido por piolhos (SANCHES et al., 2003).

Tais agrotoxicos organoclorados sdo considerados substancias quimicas

potencialmente toxicas devido, principalmente, a estabilidade fisica e quimica que o0s
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tornam persistentes no meio ambiente e a bioacumulacdo em seres humanos, podendo ser
acumulados nos tecidos adiposos dos organismos vivos (SACHIN et al., 2013;
SANCHES et al., 2003; VELASCO et al., 2014). No mundo, anualmente, cerca de 4,6
milhGes de toneladas de agrotdxicos sdo langados no meio ambiente (ZHANG et al.,
2012) e o setor agropecuario pode ser considerado o maior responsavel pela polui¢éo
das 4guas por agrotoxicos(FAO, 2006; PEREZ et al., 2012; SHORTLE e ABLER, 2001).
Os efeitos toxicologicos desses agrotdxicos organoclorados em combinagdo com fatores
genéticos e ambientais podem explicar algumas causas de mutagenicidade,
carcinogenicidade e desregulacdo endocrina no processo de doengas humanas
(RODRIGUEZ ET AL., 2018; EEA, 2012; TABREZ et al., 2014; WALISZEWSKI, et
al. 2013)

No Brasil, a industria de agrotdxicos surgiu em meados da década de 1940, porém
a consolidacdo de um parque industrial desses produtos quimicos ocorreu por volta de
1970 e, principalmente, em 1975 com a instituicdo do Programa Nacional dos Defensivos
Agricolas que tinha como objetivo internalizar a producdo no pais em um momento de
ascensdo da agricultura nacional com a construcdo dos chamados Complexos
Agroindustriais (TERRA; PELAEZ, 2008). Com os avangos desse setor, o Brasil se
tornou um dos maiores consumidores de agrotdxicos do mundo, com seu uso destinado a
producédo agricola nacional (TERRA; PELAEZ, 2008).

O Brasil apresenta um esboco legal para tratar das questdes referentes aos
agrotoxicos como, por exemplo, a Lei n° 7.802 de 11 de julho de 1989, regulamentada
pelo Decreto n° 4.074 de 04 de janeiro de 2002, onde, em geral, 0s agrotoxicos sao
definidos como produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdao de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas, e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora, fauna ou da microbiota, a fim de preserva-
las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos. Também sdo considerados
agrotoxicos, substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento. (Lei n® 7802 de 11 de julho de 1989). Assim,
tais defensivos sdo produzidos e comercializados para causar prejuizos aos organismos
vivos quando lancados no meio ambiente.

Os agrotoxicos possuem denominacOes variadas como, defensivos agricolas,
praguicidas, pesticidas, biocidas que traduzem o potencial de matar, controlar ou
combater de algum modo as pragas, em um sentido amplo, tudo aquilo que ataca, lesa ou
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transmite enfermidades as plantas, aos animais e ao homem (ZAMBRONE, 1986), sendo

classificados também de acordo com sua base de producdo como, por exemplo, os

inorganicos que possuem mercdrio, bario, enxofre e cobre em sua composicdo; 0s

organicos com atomos de carbono em sua estrutura; e os bactericidas, fungicidas ou de

origem vegetal, sendo um exemplo destes os antibidticos (SANCHES et al., 2003).

Também podem ser classificados de acordo com seu modo de acdo, compondo 20 classes

distintas, apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de classificacdo de agrotoxicos de acordo com seu modo de acdo
especifico. Fonte: Modificado de Gavrilescu (GAVRILESCU, 2005).

CLASSE MODO DE ACAO

Algicidas Combate de algas

Antimicrobianos Combate de microrganismos patogénicos

Atrativos Atraem as pragas usando feromdnios naturais que
confundem e impedem o acasalamento de insetos

Avicidas Controle de aves

Biopesticidas Formulados naturais com propriedades pesticidas

Desfolhantes Controle de folhagem, maior facilidade na colheita

Dessecantes Auxiliam e diminuem o tempo de secagem de
plantas e insetos

Fumigantes Combate de pragas (e.g. insetos) e bactérias através
da liberacdo de vapores e gases

Fungicidas Combate de Fungos

Herbicidas Controle de plantas invasoras

Inseticidas Controle de insetos, larvas e formigas

Acaricidas Controle de acaros

Moluscicidas Controle de moluscos

Nematicidas Controle de nematdides e organismos do solo

Ovicidas Controle de ovos de insetos

Piscicidas Controle de peixes

Reguladores de crescimento vegetal Acelera ou retarda o crescimento vegetal

Praguicidas Controle de vertebrados

Repelentes Repelem carrapatos, pulgas, mosquitos

Rodenticidas e/ou Raticidas

Combate de roedores

Outra classificagdo dos agrotoxicos € com relagdo a sua classe toxicoldgica

representada por uma faixa de cores nas embalagens dos produtos que caracterizam

quatro classes distintas de acordo com o grau de periculosidade. No Brasil, a Agéncia de
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Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define os agrotdxicos de acordo com o potencial de
toxicidade aguda aos seres humanos. Ja o Ministério da Saude, define-os baseados na
DLso oral para formulagdes liquidas e solidas. Ja para a Organizacdo Mundial da Salde
(OMYS), a classificacdo toxicologica é feita baseada na DLso em ratos, oral e dérmica por
mg kg?! de peso, das formulagGes liquidas e solidas. Em ambos os métodos, sdo
considerados classes que seguem a numeracdo Romana de | (altamente perigoso), Il
(muito perigoso), 11 (perigoso) e IV (pouco perigoso) e representados por cores distintas
na embalagem do produto, sendo: cor vermelha (classe I) considera-se o produto
extremamente tdxico; cor amarela (classe I1) considera-se o produto muito tdxico; cor
azul (classe I11) considera-se o produto moderadamente téxico; e cor verde (classe 1V)
considera-se 0 produto pouco toxico. Essa classificacdo de periculosidade ambiental €
feita pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) que avalia os agrotoxicos de acordo com diferentes caracteristicas dos produtos
por meio de dados fisicos e quimicos, capacidade de persisténcia e deslocamento no
ambiente, bioacumulacgéo nos tecidos vivos e dados de toxicidade a organismos nao-alvo
de diversos niveis troficos. De acordo com Hassan (1997), outra classificacdo dos
agrotdxicos é com relacdo ao tempo de persisténcia no meio ambiente, demonstrando o
potencial de contaminagdo do compostos através do tempo em que o produto fica
disponivel para o contato com organismos vivos, sendo classificados em compostos de
vida curta (persisténcia menor do que cinco dias no ambiente); pouco persistente
(persisténcia entre 5 e 15 dias no ambiente), moderadamente persistentes (persisténcia
entre 16 e 30 dias no ambiente) e persistentes (persisténcia por mais de 30 dias no
ambiente).

De acordo com a Lei n° 7.802 de 11 de julho de 1989 em seu artigo 41, 0s
agrotoxicos sO poderdo ser produzidos, exportados, importados, comercializados e
utilizados se previamente registrados em 6rgdo federal, de acordo com suas diretrizes e
exigéncias dos 6rgaos federais responsaveis pelos setores da salde, do meio ambiente e
da agricultura.

Até a ultima listagem datada em julho de 2016, existem no Brasil 381 Ingredientes
Ativos permitidos, relatados (AGROFIT, 2014), no Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios do Ministério da Agricultura totalizando um consumo de
aproximadamente 500 mil toneladas em 2018 (IBAMA, 2018). E previsto que com a
politica do atual governo de liberar o maximo possivel de agrotoxicos deve ter aumentado

muito.
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O termo principio ativo faz referéncia ao composto ativo de um agrotoxico, ou
seja, 0 responsavel por agir no alvo desejado. Os ingredientes ativos sdo substancias,
produtos ou agentes que resultam de processos de natureza quimica, fisica ou biolégica
de modo a manter a eficiéncia aos agrotoxicos (IBGE, 2015).

Aproximadamente, 18% do faturamento total com a comercializacdo de
agrotéxicos no Brasil no ano de 2017 foram negociados no estado de Sao Paulo,
representando aproximadamente 77 mil toneladas (IBAMA, 2018). Dentre 0s compostos,
0s mais utilizados no estado para as mais variadas culturas séo o glifosato, 2,4-D, a
Ametrina, o diuron, a atrazina e o tebutiurom, totalizando uma média de 35,6 mil
toneladas por ano (IBAMA, 2014). Dentre as monoculturas no estado de Séo Paulo, a
cana-de-acgucar se destaca como a que mais utiliza agrotoxicos em termos de quantidade
de ingrediente ativo (1A), sendo que, em média, 10% do volume total de 1A consumidos
no Brasil tém sido utilizados na monocultura de cana-de-aglcar (SPADOTTO et al.,
2004; ABRASCO, 2012).

De acordo com os dados da AGROFIT, estdo registradas 85 formulagdes
comerciais de ingredientes ativos no Brasil para uso nas lavouras de cana-de-agUcar,
dentre 0s quais estdo os acaricidas, os herbicidas, os inseticidas, os fungicidas, os
feromonios sintéticos, os reguladores de crescimento, 0s agentes bioldgicos e o0s
inseticidas (AGROFIT, 2017). O cultivo de cana-de-agicar é um exemplo de cultivo
brasileiro que mais utiliza agrotoxicos em termos de quantidade de ingredientes ativos.
Como exemplo, na Tabela 2, estd representado 0s ingredientes ativos separados por

grupos de classificacdo. Do total de classes, 53% sé&o herbicidas.

Tabela 2. Ingredientes Ativos permitidos nas monoculturas de cana-de-aglcar e suas
respectivas classes de acordo com o Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (AGROFIT, 2014).

HERBICIDAS 2,4D, Acetocloro, Alaclor, Ametrina,
Amicarbazona, Asulam, Atrazina,
Bispiribaque-sadico, Carfentrazona-etilica,
Cianazina, Cletodim, Clomazona, Dicloreto de
paraquete, Diclosulam, Diuron,
Etoxissulfurom, Flazasulfurom, Fluazifope-P-
butilico, Flumioxazina, Glifosato, Glifosato-sal
de isopropilamina, Halossulfurom-metilico,
Hexazinona, Imazapique, Imazapir,
lodosulfurom-metilico, Isoxaflutol, MCPA,
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Mesotriona, Metolacloro, MSMA, Oxadiazona,
Oxifluorfem, Paraquate, Pendimetalina,
Picloram, Simazina, S-metolacloro,
Sulfentrazona, Sulfometurom-metilico,
Sulfosato, Tebutiuron, Tiazopir,
Trifloxissulfurom-sédico, Trifluralina

INSETICIDAS Alfa-cipermetrina, Cadusafds,
Clorantraniliprole, Etiprole, Fipronil,
Imidacloprido, Lambda-cialotrina, Novalurom,
Terbufds, Tiametoxam Triflumurom

FUNGICIDAS Epoxiconazol, Azoxistrobina, Ciproconazol,

Fludioxonil, Metalaxil-M, Picoxistrobina,
Triadimefom, Triadimenol

ACARICIDAS/INSETICIDAS

Abamectina, Aldicarbe, Bifentrina,
Carbofurano, Endossulfam, Fluazinam,
Lufenurom, Triclorfom

FEROMONIO SINTETICO

Acetato de (Z)-7-dodecenila, Acetato de (Z2)-9-
tetradecenila, N-2'S-metilbutil-2-
metilbutilamida, Acetato de (Z)-11-
hexadecenila

BIOLOGICO/MICROBIOLOGICO

REGULADORES Acido giberélico, Etefom, Trinexapaque-etilico
DE CRESCIMENTO
INSETICIDAS Bacillus thuringiensis, Metarhizium anisopliae,

Steinernema puertoricense

AGENTE BIOLOGICO
DE CONTROLE

Cotesia flavipes (Cameron, 1891)

De acordo com os dados do IBAMA, para o grupo dos herbicidas, a Ametrina foi

0 composto mais comercializado no estado de S&o Paulo, totalizando 3.600 toneladas no

ano de 2014 (IBAMA, 2014). Apesar de necessaria, até a presente data, ndo existe

nenhuma legislacdo brasileira que regulamenta as concentragdes maximas permitidas

desse principio ativo no ambiente ou na dgua destinada ao consumo humano.

De acordo com o estudo realizado por Acayaba (2017), esse composto foi

detectado em 76% das amostras, em concentragdes que variaram de 5,6 a 72 ng L%, ambos

foram no rio Mogi-Guacu no interior de S&o Paulo. Para o restante do Brasil, a Ametrina

foi investigada em 183 amostras e quantificadas com uma frequéncia de deteccdo de 35%
em concentragBes que variaram entre 2 e 2900 ng L™* (ALBUQUERQUE et al. 2016). Ja

no trabalho de Salvatierra-Stamp e colaboradores (2015), em alguns rios do México,

foram encontradas concentragdes entre 89 e 207 ng L.
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No ano de 2011, o Brasil foi considerado pelo Instituto de Pesquisa Econémica
Aplicada (IPEA) como o maior consumidor mundial de agrotoxicos, com um aumento na
producéo de 9,6% quando comparado com 0 ano anterior, chegando a 902.408 toneladas
(IPEA, 2012). Desse montante, 367.778 toneladas séo de ingredientes ativos, segundo 0s
dados fornecidos pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Defesa
Agricola. Segundo Instituto de Economia Agricola (IEA), o aumento anual ocorre devido
principalmente ao aumento das areas de cultivo do pais e pela maior necessidade de
controle de pragas (IEA, 2014). Para os inseticidas, esse aumento foi cerca de 29,9% no
ano de 2013 quando comparado com o ano de 2012, devido a ocorréncia da lagarta H.
armigera — a lagarta-falsa-medideira — e do ressurgimento da mosca-branca (IEA, 2014).

A fase de desenvolvimento de um novo inseticida é considerada uma fase onerosa,
ou seja, implica em gastos, despesas e 6nus (MCDOUGALL, 2015). Assim, € inevitavel
a preocupacéo a cada novo inseticida langado no mercado, devido a sua resisténcia no
ambiente, ainda mais quando seu uso e lancamento é feito de forma inadequada e
desordenada. Isso se d& quando os produtores rurais utilizam o produto sem atentar para
o0s cuidados descritos na bula como, por exemplo, extrapolando o nimero de aplicagdes
ou fazendo misturas de ingredientes ou de inseticidas de forma aleatdria ou, ainda, quando
fazem as aplicacBes em condicBes climaticas ndo condizentes. Sdo essas situagdes que
comprometem a eficiéncia prolongada do produto, o controle natural feito pelos
organismos, além de prejudicar a saude dos trabalhadores, arredores e consumidores
finais devido aos residuos quimicos que sdo cumulativos nos produtos e acarretar no
ressurgimento de pragas mais resistentes aos inseticidas(OLIVEIRA, 2008). O inseticida
Clorantraniliprole apesar de novo no mercado (2009), é um exemplo disso, pois ja
existem estudos em algumas partes do mundo, inclusive no Brasil, que relataram a
resisténcia de alguns artrépodes, como variacao na suscetibilidade (da SILVAetal., 2012;
TROCZKA etal., 2012; LEE et al., 2006; RIBEIRO, 2014; SIAL et al., 2010; WANG et
al., 2010; TEMPLE et al., 2009).Esse inseticida tem um grande potencial de uso para o
controle de insetos, porém dados sobre as consequéncias de seu lancamento no meio
ambiente, principalmente nos corpos de agua doce, em organismos de base da cadeia
tréfica, ainda s@o bastante escassos no Brasil, sendo no entanto importantes esses dados

para futuros estudos de monitoramento desses ecossistemas.

1.2. A toxicidade dos agrotoxicos nos ecossistemas aquaticos
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Os testes ecotoxicoldgicos sdo normalmente realizados em laboratério com
organismos que tenham relevancia e representatividade no tipo de ecossistema em estudo.
Em ecossistemas aquaticos, varias espécies de diferentes niveis troficos e pertencentes a
diferentes comunidades podem ser utilizadas como organismo-teste em experimentos
seguindo a protocolos pré-determinados. Na escolha da espécie, alguns critérios sao
estabelecidos previamente como, por exemplo, utilizar espécies indicadoras ambientais e
que podem apresentar sensibilidade a contaminantes. Para o ecossistema em estudo, as
espécies devem ocorrer em abrangéncia geografica e com elevada abundancia e
disponibilidade, uniformidade, estabilidade genética nas populagBes e ter uma
manutencdo viavel e adaptavel nas condicdes de cultivo em laboratério. Normalmente,
sdo realizados testes de toxicidade aguda que avaliam a exposi¢do quimica em um curto
periodo de tempo e de toxicidade crdnica que testam concentraces quimica subletais e
com uma exposicdo mais prolongada, variavel de modo a abranger uma parte significativa
do ciclo de vida do organismo-teste (COSTA et al., 2008; RAND e PETROCELLI, 1985).

Dessa maneira, organismos zooplancténicos da Ordem Cladocera, pertencentes a
comunidades de invertebrados aquaticos que desempenham um papel ecol6gico
fundamental por serem importantes consumidores nas cadeias troficas, sdo uma 6tima
opcao para os testes de toxicidade (TUNDISI e MATSUMURA-TUNDISI, 2008). Os
microcrustaceos de agua doce sdo exemplos de organismo-teste bastante utilizados
devido ao ciclo de vida curto, por serem partenogenéticos com elevada taxa de
reproducdo, apresentar alta sensibilidade a contaminantes quimicos, o que os tornam
bastante viaveis para cultivo em laboratorio devido a facilidade de manejo (ABREU et
al., 2010; COSTA et al., 2008; DAMASCENO DE OLIVEIRA et al., 2018; RAND,
G.M.; PETROCELLLI, 1985). Dentre esses organismos, a espécie Ceriodaphnia silvestrii
(Figura 1) é um claddcero pertencente a familia Daphnidae amplamente distribuidas nas
aguas doce brasileira e muito utilizado e recomendado em andlises ecotoxicoldgicas
(ABNT, 2017; ABREU et al., 2010).
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Figura 1. Vista geral do organismo-teste, cladécero de agua doce, Ceriodaphnia
silvestrii. Fémea adulta, com tamanho de 1 mm. Vista sob Microscépio estereoscopio, sob
aumento de 50x (LUCCA, 2020).

A producéo de produtos quimicos vem sendo ampliada significativamente com o
passar dos anos de modo a suprir as necessidades humanas (AMERICO et al., 2012;
GRACIANI e FERREIRA, 2014). Tem-se variadas aplicacdes na medicina, agricultura,
industria e uso doméstico (AQUILINO et al., 2019; GRIFFERO et al., 2019). Com o
aumento da populagdo, proporcionalmente, ocorreu uma maior producdo de alimentos
gue demandou avangos na agricultura para garantir uma maior producao em larga escala
(CRIST; MORA; ENGELMAN, 2017) e, com isso, houve um aumento no uso de
produtos agrotéxicos (AQUILINO et al., 2019; RELIGIA et al., 2019). Para se ter uma
ideia, no Brasil, a comercializacdo de produtos agrotoxicos chegou a marca de 500 mil
toneladas de ingrediente ativo no ano de 2014 (BRASIL, 2017). Esse avan¢o no uso e
producdo ocorreu em todas as regides brasileiras, com um aumento significativo,
principalmente dos compostos quimicos de Classe Il e I (Brasil, 2017).
Consequentemente, com a elevada producdo desses compostos quimicos ocorreu um
aumento significativo na contaminacéo dos recursos hidricos(SPOSITO et al., 2018). O
impacto no uso de grandes quantidades de agrotoxicos para 0 meio ambiente tropical é
devido, principalmente, as alteragdes causadas no habitat natural que evidenciam em
grandes prejuizos através da contaminacéo de reservatorios de &gua (SOUSA et al., 2016),
rios (CHIARELLO et al., 2016; MACHADO et al., 2016), recursos hidricos (GAMA,
OLIVEIRA; CAVALCANTE, 2013) e bacias fluviais, interferindo nos organismos vivos
aquaticos (VIEIRA et al., 2016) que formam grandes reservatorios de biodiversidade.

Ao atingir os ambientes aquéticos, tais poluentes podem ter diversos destinos que

sdo determinados devido as propriedades fisicas e quimicas do composto, das
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caracteristicas fisicas e bioldgicas do ambiente atingido, bem como da quantidade e
frequéncia de entrada do composto no ambiente (RAND e PETROCELLI, 1985).
Portanto, os riscos de contaminacao séo eminentes (ABHILASH e SINGH, 2009).

Da variedade de produtos comerciais e suas misturas que sdo utilizados em
diversas culturas, nas monoculturas de cana-de-agucar, por exemplo, 24 produtos séo
considerados extremamente toxicos ou altamente toxicos & salde humana, 27 sdo
altamente perigosos ou muito perigosos a saude ambiental, sendo que 16 destes
apresentaram toxicidade aguda aos organismos aquaticos e 38 destes apresentaram
toxicidade crénica(SCHIESARI; CORREA, 2016). Os ingredientes ativos presentes nos
produtos comerciais podem apresentar uma toxicidade diferente aos organismos expostos
e os efeitos sdo ainda bastante desconhecidos, tanto nas avaliagfes isoladas quanto nas
avaliacbes em misturas, ainda mais quando estdo associados a condic¢des abidticas de
estresse. Desta maneira, hd de se considerar 0 impacto causado nos ecossistemas
aquaticos tropicais em consequéncia do aumento na liberacdo de agrotoxicos nesse tipo
de ambiente, principalmente para o declinio da biodiversidade e na qualidade dos recursos
hidricos, sugerindo a ampliacdo e aumentando a necessidade de estudos frequentes de
monitoramento. Por isso, estudos de monitoramento do ambiente tém mostrado uma
dissipacdo dos residuos de agrotoxicos na atmosfera e nas precipitagdes chuvosas
(MOREIRA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2012), nas aguas superficiais e subterraneas
(DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 1999) e, sendo consequentemente encontrados nos
alimentos(ANVISA, 2017).

Os ecossistemas aquaticos constantemente estdo sujeitos a condi¢des de
multiplos fatores abioticos de estresse, tais como varia¢fes de temperatura (ondas de calor
ou de frio), variacBes na condutividade (eutrofizacdo) e pH (floracbes de algas) que
podem causar perda da qualidade da agua. Tais alteracdes nas condi¢des Otimas de
sobrevivéncia para cada espécie podem influenciar nas respostas fisioldgicas desses
organismos, no seu crescimento e reproducdo quando expostos a um Gnico composto e
podem ainda ser potencializados quando os contaminantes sdo combinados em misturas
e/ou acompanhados de um fator abidtico de estresse. Apesar disso, a maioria dos estudos
ecotoxicolégicos que avaliam 0s riscos que esses contaminantes podem causar para a
comunidade aquética sdo realizados em situagdes especificas e controladas de laboratério
(SEGNER; SCHMITT-JANSEN; SABATER, 2014; MENDES, 2015) com a utilizagdo
de contaminantes individuais e ndo através da combinacdo dos mesmos. O impacto
resultante da combinag&o de diversos fatores de estresse difere dos impactos causados por
um Unico fator isolado (SEGNER; SCHMITT-JANSEN; SABATER, 2014). Nesse
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sentido, estudos em laboratorio que utilizam a combinacao de fatores abidticos de estresse
e misturas de contaminantes assumem grande importancia ecoldgica, permitindo avaliar
uma condi¢do mais proxima das encontradas em ambientes naturais, uma somatdria de
efeitos, uma vez que no ambiente ha VvAarios estressores que coexistem e,
consequentemente, 0s organismos Sd0 expostos a essa combinacdo de fatores

simultaneamente.

1.3. Misturas toxicas

No meio ambiente, muitas vezes, 0s compostos quimicos ndo agem de forma
isolada nos organismos, lancados de forma desordenada, acabam se combinando e na
maioria dos casos, potencializando seus efeitos ao modificar sua amplitude e natureza,
tornando-se misturas toxicas. Essas misturas interagem e produzem efeitos sinérgicos,
aditivos ou antagdnicos (BARATA et al, 2006; MANSANO et al., 2018; ROCHA et al.,
2018). Assim, testes de toxicidade com misturas Sd0 necessarios para entender o
comportamento e a forma de acdo dos compostos quando agem em conjuntos nos
organismos(FAUST et al., 2001; PEREZ et al., 2011).

Para entender o comportamento das misturas toxicas no ambiente, dois modelos
teoricos pré-estabelecidos sao utilizados com conceitos distintos que conseguem prever a
toxicidade da mistura esperada a partir de estudos de toxicidade individual dos compostos
da mistura (FREITAS etal., 2014; PEREZ et al., 2011). Os modelos utilizados sdo Adig&o
de Concentracdo (CA) (LOEWE e MUISCHNEK, 1926) e Acdo Independente (1A)
(BLISS, 1939). O primeiro modelo assume que 0os compostos quimicos individuais tém
0 mesmo modo de acdo e agem sobre o mesmo alvo molecular, contribuindo para uma
resposta comum em proporcao as suas toxicidades relativas (FERREIRA; LOUREIRO;
SOARES, 2008; FREITAS et al., 2014; PEREZ et al., 2011). De acordo com Jonker et
al. (2005), o conceito de Adicdo de Concentracdo pode ser definido com a férmula

matematica:

i=1
Ci
25!
Ecxi
n
Onde, Ci é a concentragdo do composto quimico i na mistura e ECxi é a
concentracdo de efeito do composto quimico i.

O segundo modelo, Acdo Independente, assume que 0s compostos individuais na

mistura tém diferentes modos de acdo e afetam os organismos de maneira independente
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um do outro durante a exposicao, absorcao e acdo tdxica causada pelas misturas. Para esse

modelo, Jonker (2005) e seus colaboradores definem a seguinte formula matematica:
n
Y = Upmax 1_[ qi(Ci)
i=1

Onde, Y demonstra a resposta bioldgica, Ci a concentracdo do quimico i na
mistura, qi (Ci) a probabilidade de n&o-resposta, umax a resposta do controle para
endpoits e I a fun¢do de multiplicagao.

No caso do modo de acdo do composto ndo ser conhecido, ambos os modelos
citados acima podem ser utilizados, sendo escolhido aquele que melhor se ajustar aos
dados (PAVLAKI et al., 2011).

O sinergismo é observado quando os efeitos das misturas sdo maiores do que
aqueles esperados pela somatoria dos efeitos dos compostos isolados e o antagonismo é
observado quando os efeitos das misturas sdo menores do que aqueles esperados pela
somatdria dos efeitos dos compostos isolados. Os desvios podem ser ainda dependentes
do nivel da dose (DL), sendo possivel observar diferentes desvios tanto para baixas
quanto para altas concentracdes ou serem dependentes da proporcéo da dose (DR) onde
é possivel observar desvios diferentes a partir da composi¢do da mistura (JONKER et al.,
2005).

A representacdo grafica bidimensional das concentragdes isoladas em associacao
na mistura que podem causar um efeito de x % é denominada de Isobolograma (Figura
2), onde as coordenadas cartesianas X e Y representam as concentra¢cdes dos compostos
quimicos e cada ponto que conecta 0s dois compostos representa a concentracdo que
atinge a Concentracdo Efetiva (CEx). A sinergia, aditividade ou antagonismo s&o
encontrados quando o ponto de encontro da CEx dos compostos em mistura estiver
abaixo, sobre ou acima da linha da aditividade. Quando os pontos se encontrarem na linha
de aditividade €é sinal de que ndo houve interacdo na combinacdo dos
compostos(ALTENBURGER et al., 199; CASSEE et al., 1998; KRUSE et al., 2006;
RYALL e TAN, 2015; TALLARIDA, 2012).
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Composto B

Composto A

Figura 2 - Exemplo de Isobolograma representando diferentes tipos de efeito com a
combinagdo dos compostos. A curva 1 representa a aditividade (sem interacdo), a curva

2 representa o0 antagonismo e a curva 3 representa o sinergismo (BELL, 2005).

Assim, a exposicao de organismos aquaticos a uma série de compostos quimicos,
principalmente os defensivos agricolas, € uma realidade que vem aumentando ao longo
dos ultimos anos no Brasil devido, principalmente, ao uso descontrolado, descarte
inadequado e ao surgimento de novos e potentes agroquimicos que acabam atingindo nos
corpos hidricos e tornam os testes de toxicidade com misturas necessarios e urgentes. Ja
que o despejo e o surgimento de novos compostos ndo acompanham o ritmo dos estudos
e dados que sdo publicados sobre os riscos ambientais que a mistura de agrotoxicos pode
causar nos organismos que habitam as aguas do Brasil pode-se concluir que os dados

existentes sdo superficiais, limitados e escassos.

1.4. A Ecotoxicologia como ferramenta de avaliacdo ambiental

A Ecotoxicologia é uma importante area da toxicologia ambiental que concentra
seus estudos nos efeitos ocasionados por agentes ambientais (fisicos e quimicos) sobre a
dindmica de populagdes e comunidades integrantes de ecossistemas definidos, utilizando
como ferramentas a avaliagdo da qualidade dos recursos hidricos e avaliagdes de risco
ecoldgico (CONNON; GEIST; WERNER, 2012; REBELO; CALDAS, 2014; RONCO
etal., 2004).
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O termo Ecotoxicologia é, algumas vezes, utilizado como sinébnimo do termo
toxicologia ambiental, entretanto a diferenca € que este ultimo também abrange os efeitos
dos agentes quimicos do ambiente sobre os seres humanos (STENERSEN, 2004).

Resumidamente, a Ecotoxicologia refere-se a uma sequéncia de eventos e
causalidade que sdo apresentadas na figura 3 (COSTA et al., 2008). As informacgdes
obtidas por meio desses eventos sdo necessarias para se determinar 0s niveis de
contaminantes no ambiente e seus destinos e, assim, estimar o grau de periculosidade dos
contaminantes e seus metabolitos nos organismos vivos. Dessa maneira, pode-se prever
0s niveis maximos permitidos de contaminantes, ou seja, os padrdes a serem mantidos,
além de diagnosticar o efeito dos contaminantes no ambiente para que medidas de

controle e avaliacdo os riscos ecolégicos possam ser tomadas (de KRUIJF, 1988).

Bioquimica «  Quimica
Metabolismo / Caracterizagio
das toxinas |\ BN 7 TR e i 1l2a  detoxinas

Biologia .. . : —» Genética
e\ Toxicologia Alteragdo
toxinas no  \ : [/ do codigo
ambiente \ Ambiental genético
Fisiologia* Legislag¢do
Efeito das ; Controle Jo uso
~ toxinas nos de substincias
orgaos do corpo toxicas
v
Epidemiologia Farmacologia
Efeito de agentes _ Entrada e
suspeitos sobre distribuigdo das
uma populagdo toxinas no corpo

Figura 3 - Exemplos de algumas éreas de estudo da Ecotoxicologia (COSTA etal., 2008).

Assim, os ensaios de Ecotoxicologia, quando comparados com o0 uso de apenas
analises fisicas e quimicas, ttm a finalidade de avaliar a totalidade dos efeitos dos
contaminantes puros ou em misturas, os limites aceitiveis de contaminagdo ambiental,
suas possiveis interacfes, e como afetam os sistemas biol6gicos(AMBROZEVICIUS,
2009; COSTA et al.,, 2008; LOMBARDI, 2004). Além de contribuir para a
regulamentacdo dos limites aceitaveis de contaminacdo ambiental, homologacdo e

registros de produtos quimicos comerciais que sdo utilizados no meio ambiente e em


https://www.scielo.br/j/qn/a/X6sRQb5cdDnHxgPJvZR33PN/?lang=pt

39

testes com farmacos que possibilitem acompanhar e avaliar a eficacia e seus efeitos
deletérios ao longo do tempo (Lombardi, 2004).

Diferentes organismos, de Vvéarios niveis troficos, em diferentes estagios de
desenvolvimento e com representatividade ecoldgica pertencentes a diferentes
comunidades podem ser utilizados nos estudos padronizados de ecotoxicidade como, por
exemplo, bactérias, protozoarios, algas, insetos, microcrustaceos, plantas e peixes. A
escolha do organismo-teste depende de fatores importantes como seu valor ecologico e
econdmico, abundancia e distribuicéo, ciclo de vida e sensibilidade diante dos fatores de
estresses ao qual serdo submetidos (APHA, 1995). A escolha do organismo e sua
condicdo de teste € de grande relevancia pois 0s organismos respondem de maneira
diferente ao mesmo fator de estresse devido, principalmente, a sensibilidade da espécie
(VAN DEN BRINK et al., 2000). Portanto, ndo € possivel prever e superestimar a
sensibilidade de uma espécie a um determinado contaminante utilizando as mesmas
concentracfes de ensaio ja previstas para outra espécie, de outro grupo taxonémico
(CASTILLO et al., 2000).

Quando se fala em Ecotoxicologia e fatores de estresse, além do organismo-teste
vale lembrar também das variaveis ambientais que sdo influenciadas pelas variagdes
climéticas e seus eventos extremos que afetam as condi¢Ges dos organismos mesmo que
ndo haja modificacdo na concentracdo dos contaminantes. As caracteristicas fisicas e
quimicas da agua podem afetar, de alguma forma, a sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo dos organismos. S8o exemplos comuns de variaveis que influenciam na
toxicidade dos compostos quimicos, o pH, a salinidade, a radiacdo ultravioleta e a
temperatura DELORENZO et al., 2009). A temperatura se destaca por ser um fator
determinante da homeostase nos organismos aquaticos, ja que a maioria deles presentes
nesse ambiente sdo ectotérmicos (CHANG et al., 2008). Dessa maneira, as condi¢cdes
térmicas locais afetam diretamente a fisiologia, 0 metabolismo e outros processos
bioldgicos que sdo fundamentais para a sobrevivéncia (CHANG et al., 2008). Nos
organismos aquaticos ectotérmicos, a temperatura pode alterar a absorcao, distribuicdo, o
metabolismo e a excrecdo de produtos quimicos, fazendo com que o processo de
desintoxicacao fique alterado no sistema fisioldgico.

Nesse sentido, é necessario avaliar a influéncia da temperatura em combinagéo
com a toxicidade de outros estressores como, por exemplo, pesticidas e inseticidas,
relacdo essa conhecida como toxicidade quimica termo-dependente. Apesar de se
conhecer a relacdo entre a influéncia das alteragcdes climaticas e o potencial e
disponibilidade de pesticidas no ambiente (STEFFENS et al., 2013), atualmente, esse



40

conhecimento ainda é insuficiente e pouco investigado frente as mudancas climaticas, na
relacdo de aumento ou diminuicao da temperatura e seus efeitos interativos para espécies

tropicais nos corpos de agua doce.

1.5. Substancias-teste

1.5.1. Ametrina

Os herbicidas sdo muito utilizados na agricultura (RELIGIA etal., 2019; TIAN et
al., 2018) e, nos Gltimos anos, seu uso e aplicacbes tem sido cada vez mais ampliados, 0
gue pode trazer efeitos adversos para 0 meio ambiente aquatico.

O herbicida Ametrina (N2-ethyl-N4-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-triazine-2,4-
diamine, C9H17N5S) € pertencente a classe das s-triazinas (Figura 4), umas das classes
mais utilizadas e conhecidas no mundo, provavelmente devido ao seu excelente efeito
seletivo sobre plantas e ervas daninhas (MANDELBAUMET al., 2008). Fazem parte
desse grupo a Ametrina, atrazina, cianazina, prometon e simazina, que agem no
fotossistema Il, inibindo o transporte de elétrons e outros processos enzimaticos
(ANVISA, 2003; EPA, 2005; FAUST et al., 2001; ROBERTS et al., 1998). Esse
ingrediente ativo foi langado na década de 50 (GAST; KNUSLI; GYSIN, 1955) para
aplicacdo em pré e pds emergéncia, para controle de ervas daninhas anuais, com folhas
de estrutura anatdbmica estreitas e largas, associadas a culturas de abacaxi, banana,
algoddo, café, cana-de-acucar, citros, mandioca, milho, uva, dentre outras.(ANVISA,
2003; RODRIGUES, B.N., ALMEIDA, 2005).

SCHs

I\I&N CHs
byt

H3C CHs

Figura 4 - Estrutura quimica da molécula de Ametrina (ANVISA, 2003).
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E um ingrediente ativo de diversos herbicidas e comumente encontrado nos
ecossistemas aquaticos, uma vez que € utilizado em aproximadamente 45 paises, sendo o
Brasil o maior consumidor, seguido por Tailandia, México e Cuba (HENRI, et al., 2008).

Ele tem classificacdo ecoldgica Ill, considerado mediamente toxico, porém é
facilmente adsorvido por col6ides no solo, mantendo-se nas camadas superiores do solo
ou em solos arenosos podendo ser lixividavel (ANVISA, 2003; RODRIGUES e
ALMEIDA, 2005). Apesar da lixiviacdo ser dependente das caracteristicas fisicas e
quimicas do solo e do teor de matéria organica, solos com pH maior apresentam uma
maior lixiviagcdo. Assim, a Ametrina apresenta um grande potencial de atingir corpos de
agua.

Nas plantas e ervas daninhas, a Ametrina pode ser adsorvida pelas raizes,

facilmente transportada pelo xilema, acumulando-se nos meristemas apicais e inibindo a
fotossintese ao bloquear a cadeia transportadora de elétrons (RODRIGUES e ALMEIDA,
2005).
A meia-vida do herbicida Ametrina é de 50 a 120 dias no solo e, aproximadamente, 200
dias em agua natural com pH 7,0 e temperatura entre 5 a 29°C, porém seu tempo de meia-
vida pode ser reduzido com o aumento da acidez, aumento da temperatura e diminuicéo
da umidade. A Ametrina apresenta baixa volatilidade, e é medianamente sensivel a
fotolise. No solo, sua degradacédo acontece primeiramente por acdo microbiana, entretanto
pode ocorrer degradacdo quimica por processo de oxidacdo e hidrolise (Rodrigues e
Almeida, 2005). Esse composto é ligeiramente soltvel em agua (185 mg/100 mL) e
solGvel na maioria dos solventes (56,9 g/100 mL em acetona, 61,4 g/100 / mL em cloreto
de metileno, 51,6 g/100 mL em metanol, 46,0 g/100 mL em tolueno, 24,2 g/100 mL em
n-octanol e 1,4 g/100 mL em n-hexano) (USEPA, 2005). Para que o solvente ndo interfira
nos resultados, de acordo com as recomendacdes para uso de solventes em testes
toxicoldgicos descritos na OECD (OECD, 2000), o valor recomendado ¢ 100 pL L, o
qual € considerado seguro, ndo alterando significativamente os resultados dos ensaios.

No Brasil, muitos produtos comerciais de herbicidas utilizam como ingrediente

ativo a Ametrina, conforme pode ser observado na Tabela 3.



42

Tabela 3. Exemplos de algumas marcas registradas de herbicidas que contém Ametrina

como principio ativo (Rodrigues e Almeida, 2005).

Ingrediente Ativo Marca Comercial
Ametrina e Gesapax-GrDa
e Ametrex
e Ametrina-Agripec
e Ametrina-Atanor
e Herbipack 500-BR
e Gesapax 500-Ciba-Geigy
e Metrimex 500-SC
Ametrina+diuron e Ametron
Ametrina+tifloxysulfuron e Krismat
Ametrina+clomazone e Sinerge
Ametrina+diuron+MCPA e Agritrin SC

1.5.2. Clorantraniliprole

O Clorantraniliprole (3-Bromo-N-[4-chloro-2-methyl-6- (methylcarbamoyl)
phenyl]-1-(3- chloro-2- pyridine-2-yl)-1H-pyrazole-5-carboxamide, C1gH14BrCl2Ns05),
pertencente ao grupo das diamidas-antranilicas (Figura 5), é utilizado nas culturas de
abobora, abobrinha, algoddo, arroz, aveia, batata, brécolis, café, cana-de-agucar, cevada,
chuchu, citros, couve, couve-chinesa, couve-flor, feijdo, girassol, maca, meldo, melancia,
milho, soja, dentre outros, podendo ser aplicado nas folhas, diretamente no solo, nas
sementes ou, ainda, pode ser pulverizado (SCHIESARI; CORREA, 2016; USEPA, 2008).

Esse inseticida é considerado moderadamente toxico pela (ANVISA, 2017),
caracterizado como persistente e mdvel em ambientes aquaticos e terrestres (USEPA,
2008). A solubilidade na 4gua destilada ¢ de aproximadamente 1,0 mg L™ (0,88 mg L ™)
a uma temperatura de 20°C e um pH 7, com uma densidade de 1,51 g mL™* (USEPA,
2008). Com o solvente acetona, a solubilidade é de 3,446 + 0,172 g L™* (EFSA, 2013).

O Clorantraniliprole é um produto recente no mercado, lancado e registrado em
2009 no Brasil pela DuPont (Prémio 200 SC, 200 g i.a./L de produto comercial DuPont
do Brasil S.A.) e tem um modo de agéo diferenciado, agindo no combate da broca da
cana-de-acucar e do café, os quais eram combatidos até recentemente pelo proibido
Endosulfan (CORDOVA et al., 2006; SCHIESARI; CORREA, 2016).
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Os inseticidas do grupo quimico das diamidas (ingredientes ativos:
Clorantraniliprole, ciantraniprole, ciclaniliprole, flubendiamida) provocam ativacao
duradoura nos canais de célcio no reticulo sarcoplasméatico dos musculos esqueléticos.
Os canais de calcio séo ativados liberando um excesso de ions calcio nos filamentos de
proteinas e induzindo a contracdo muscular do esqueleto(CASIDA, 2009; CORDOVA et
al., 2006; NAUEN; STEINBACH, 2016; RODITAKIS et al., 2017; SATTELLE;
CORDOVA; CHEEK, 2008). Consequentemente, ocorre contracdo gradual do corpo,
letargia, paralisia e morte do inseto (CORDOVA et al.,2006). Assim, esse pesticida atua
diretamente nos receptores de rianodina, sem necessidade de uma proteina acessoria
(CORDOVA et al, 2006; WHALON, M.E., MOTA-SANCHEZ, D. AND
HOLLINGWORTH, 2008).

cl CHY N7 l .
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Figura 5. Estrutura quimica da molécula de Clorantraniliprole (Sigma Aldrich,
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/FLUKA/32510).

Considerando que o conhecimento sobre os efeitos ecotoxicoldgicos dos
herbicidas e inseticidas em misturas sobre a biota aquatica ainda é escasso, assim como o
conhecimento dos efeitos ecotoxicoldgicos do herbicida Ametrina e do inseticida
Clorantraniliprole sobre os claddceros tropicais, o presente trabalho tem como objetivo
além dos testes isolados com os dois compostos, avaliar os efeitos da mistura do herbicida
Ametrina com o inseticida Clorantraniliprole sobre o cladécero tropical Ceriodaphnia
silvestrii, através da realizacdo de testes de toxicidade agudos e crénicos e testes
associados a um fator abiotico de estresse, como a temperatura, o que devera contribuir
para a melhor compreensdo dos mecanismos de acdo destes poluentes em organismos

pertencentes ao segundo nivel trofico. Os resultados deste estudo contribuirdo para o
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entendimento da causa e efeito desses compostos, utilizados em diversas lavouras,
podendo ter seu efeito potencializado com os fatores abidticos nos organismos da base da
cadeia alimentar nos ecossistemas dulcicolas, com possiveis consequéncias danosas a
biota, a longo prazo.

1.6. Selecdo de agrotoxicos

Para a selecdo dos agrotoxicos utilizados nesse estudo, seis critérios foram
estabelecidos:

1. Ingredientes ativos utilizados, principalmente, no cultivo de cana-de-agucar no Brasil
(AGROFIT, 2017);

2. Serem persistentes no meio ambiente (REGO et al., 2018);

3. Apresentarem grau de toxicidade moderada de nivel 11 (IBAMA, 2018);

4. Apresentarem acdo de desregulacdo enddcrina (USEPA, 2012);

5. Estarem classificados entre os mais consumidos no estado de Sao Paulo em 2018
(IBAMA, 2018);

6. Vendas por classe de periculosidade ambiental e uso (IBAMA, 2018).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos isolados do
herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole e avaliar os efeitos desses
pesticidas em misturas, em diferentes temperaturas, por meio de testes de
toxicidade aguda e cronica, utilizando como organismo-teste o claddcero

Ceriodaphnia silvestrii.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos téxicos isolados do herbicida Ametrina e do inseticida
Clorantraniliprole (padrdo analitico) por meio da realizagdo de testes de

toxicidade aguda, utilizando como variavel resposta a imobilidade do cladocero

Ceriodaphnia silvestrii.

2. Avaliar os efeitos isolados do herbicida Ametrina e do inseticida
Clorantraniliprole (padréo analitico) no crescimento e na reproducgéo do cladocero

Ceriodaphnia silvestrii, por meio da realizacdo de testes de toxicidade crénica em

concentracOes sub-letais.

3. Avaliar os efeitos das misturas do herbicida Ametrina e do pesticida
Clorantraniliprole (padrdo analitico) na imobilidade do claddcero Ceriodaphnia

silvestrii por meio da realizacdo de testes de toxicidade crénica em concentragdes

sub-letais.

4. Avaliar os efeitos das misturas do herbicida Ametrina e do pesticida
Clorantraniliprole (padrdo analitico) no crescimento e reproducdo do claddcero

Ceriodaphnia silvestrii por meio da realizacao de testes de toxicidade cronica em

concentracOes sub-letais.
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5. Avaliar do herbicida Ametrina (padréo analitico) sobre o cladocero Ceriodaphnia

silvestrii, em trés diferentes temperaturas.

6. Avaliar os efeitos os efeitos agudos e cronicos do inseticida Clorantraniliprole e
(padrdo nalitico) sobre o claddcero Ceriodaphnia silvestrii, em trés diferentes

temperaturas.
2.3. Hipdteses

1. A exposicdo de 96 horas do herbicida Ametrina e do inseticida
Clorantraniliprole (padrdo analitico) podera acarretar um elevado numero de

individuos imoveis de Ceriodaphnia silvestrii;

2. A exposicao cronica do cladocero Ceriodaphnia silvestrii (7 a 8 dias) ao
herbicida Ametrina e ao inseticida Clorantraniliprole podera acarretar na

diminuigdo do crescimento corporal e da fertilidade das fémeas;

3. O efeito tdxico do herbicida Ametrina, serd menor nos claddceros de C.

silvestrii quando comparado com o efeito do inseticida Clorantraniliprole,

4. A mistura dos pesticidas Ametrina e Clorantraniliprole, tera efeito

antagonico, sinérgico e dependente da dose.

5. O herbicida Ametrina tera seu efeito potencializado com a diminui¢éo da
temperatura nos cladoceros Ceriodaphnia silvestrii aclimatados a 17, 23 e 30°C

nos testes de toxicidade aguda e cronica.

7. O inseticida Clorantraniliprole ter4 seu efeito potencializado com a
diminuicdo da temperatura ambiente nos claddceros Ceriodaphnia silvestrii

aclimatados a 17, 23 e 30°C nos testes de toxicidade aguda e cronica.

8. O inseticida Clorantraniliprole tera seu efeito potencializado com o
aumento da temperatura ambiente nos cladéceros Ceriodaphnia silvestrii

aclimatados a 17, 23 e 30°C nos testes de toxicidade aguda e cronica.
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CAPITULO 1

Efeitos dos agrotdxicos Ametrina e Clorantraniliprole, isoladamente em suas formas

analiticas padrao sobre o claddcero de agua doce Ceriodaphnia silvestrii.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade dos agrotoxicos Ametrina e
Clorantraniliprole sobre o cladécero neotropical Ceriodaphnia silvestrii, isoladamente.
Para isso, foram realizados testes de toxicidade aguda e crbnica com os ingredientes
ativos padrdo para ambos os compostos. Os testes indicaram que tanto o herbicida
Ametrina como o inseticida Clorantraniliprole sdo compostos bastante tdxicos para o
organismo-teste em suas formulacdes padrdo. Para a Ametrina, a CEso-48h foi de 7320
ug L (1Cos% 6490 - 7740 pg L) e para o Clorantraniliprole, a CEso-48h foi de 2,76 pg
LT (ICes% 2,60 - 3,07 pg L71). Dentre os compostos estudados, o inseticida
Clorantraniliprole é potencialmente mais tdxico do que o herbicida Ametrina. Com
relacdo a toxicidade crbnica, o herbicida Ametrina reduziu significativamente a
reproducdo do organismo-teste em concentragdes a partir de 20 pg L. Ja o inseticida
Clorantraniliprole causou efeitos horméticos sobre a fertilidade das fémeas do cladocero
Ceriodaphnia silvestrii nas menores concentragdes testadas (0,02 e 0,04 pug L™?). Tais
resultados indicaram efeitos deletérios diretos e indiretos de ambos 0s compostos em suas
respectivas formulacbes padrdo, levando a possiveis riscos ecoldgicos devido ao
importante papel ecolégico desempenhado por essa espécie nos corpos de agua doce

tropicais.

Palavras-chave: Ensaios ecotoxicolOgicos; microcrustaceos; inseticida; herbicida;

efeitos horméticos; risco ecologico.
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1.INTRODUCAO

Para controlar e combater pragas e doencas das mais diversas culturas, herbicidas
e inseticidas sdo amplamente utilizados em todo o mundo pela agricultura moderna,
constituindo uma ameaca em potencial para 0 meio ambiente, incluindo os ecossistemas
aquaticos. Nos corpos de agua, os agrotdxicos podem se dissolver livremente na agua ou
se ligar a matéria suspensa e aos sedimentos e, assim, serem transferidos para os tecidos
dos organismos durante os processos de bioacumulagdo, resultando em consequéncias
adversas para as espécies ndo-alvo, comprometendo a biodiversidade e o funcionamento
dos ecossistemas (RODRIGUES et al., 2013; SCHREINEMACHERS & TIPRAQSA,
2012).

No Brasil, a cultura de cana-de-agucar é abundante. Os primeiros cultivos de cana-
de-acucar por colonizadores portugueses datam de 1530. Nas Ultimas décadas, o produto
gerou extrema rigueza, transformando o pais em um grande produtor mundial, com
abrangéncia de area cultivavel de aproximadamente 10,4 milhdes de hectares e uma
producdo anual de 740 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2016). A estimativa é de
crescimento nos proximos anos devido ao aumento na producdo de energia limpa,
renovavel e com custo acessivel, e.g. etanol, para utilizacdo como biocombustivel. Assim,
anualmente, novos produtos agroquimicos, tais como herbicidas e pesticidas, sdo
formulados para o controle de ervas daninhas e de outras pragas nas grandes lavouras de
cana-de-acuUcar, estando entre eles o principio ativo da Ametrina, o qual € um dos padrdes
analiticos mais utilizados.

O Brasil estd entre os maiores consumidores mundiais de agrotoxicos,
principalmente devido a diversidade de culturas (policulturas) desenvolvidas e a grande
abrangéncia de areas cultivaveis no pais (PERES e MOREIRA, 2007). Além dos
herbicidas, outros pesticidas bastante eficazes no combate as pragas sao os inseticidas,
que se tornaram ao longo de décadas uma importante ferramenta de crescimento e
otimizacdo da atividade agricola no pais. Dentre os diversos grupos quimicos utilizados
em diferentes culturas esta o pesticida Clorantraniliprole e, o qual é muito utilizado em
culturas de cana-de-aglcar e também em culturas de soja, milho, café, arroz, aveia,
girassol, batata, tomate, macd, uva, dentre outras (ANVISA, 2014; AYALEW, 2015).

O uso excessivo de agrotoxicos torna as pragas e as doencas mais resistentes com

0 passar dos anos. Para se combater a resisténcia das doencas e das pragas nas lavouras,
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sdo necessarios estudos e o desenvolvimento de novos quimicos agricolas com modos de
acao unicos e especificos (RODRIGUES et al., 2013).

A Ametrina passou a ser comercializada no Brasil por volta de 1962, tendo como
nomes comerciais Evik® e Gesapax®. E um herbicida seletivo pertencente a familia das
triazinas, com degradacéo lenta, funcionando como um protetor de longa atividade nas
lavouras de cana-de-aclcar (MOURA et al., 2018) . Cerca de 60% das culturas de cana-
de-acGcar na América Latina utilizam o principio ativo Ametrina nas lavouras,
especialmente no Brasil (SMITH et al., 2008).

O composto Ametrina (2-Ethylamino-4-isopropylamino-6-methylthio-1,3,5-
triazine), apesar de proibido na Europa, é amplamente utilizado pela agricultura moderna
em varias partes do mundo, incluindo o Brasil. Essa substancia elimina gramineas anuais
e ervas daninhas de folhas largas. O mecanismo de toxicidade das triazinas consiste na
interrupcdo do fluxo continuo dos elétrons no fotossistema Il (PSIl) do aparato
fotossintético, causando a inatividade da proteina D1 nas plantas (MIMMO et al., 2015;
SANDOVAL-CARRASCO et al., 2013). A Ametrina é preferencialmente utilizada nas
culturas de cana-de-acucar, milho, soja e abacaxi {Formatting Citation}. Estudos sobre o
seu risco ambiental, em especifico a contaminagdo das dguas e aos organismos aquaticos,
ainda sdo escassos, principalmente para espécies zooplanctdnicas endémicas.

Os inseticidas ainda sdo considerados pela agricultura moderna os melhores
defensivos para o controle de uma grande variedade de pragas que podem prejudicar e
condenar lavouras inteiras. Porém, o uso em larga escala traz sérios riscos ambientais
(RODRIGUES et al., 2013). Assim, com base em relatdrios de risco ambiental, é de
extrema importancia que sejam desenvolvidos novos e potentes pesticidas, menos
prejudiciais, para substituir aqueles comumente utilizados e considerados nocivos aos
ecossistemas aquaticos e terrestres (RODRIGUES et al., 2013).

Um desses novos pesticidas é o inseticida Clorantraniliprole (3-Bromo-4'-chloro-
1-(3-chloro-2-pyridyl)-2'-methyl-6'-(methylcarbamoyl)pyrazole-5-carboxanilide, 3-
Bromo-N-[4-chloro-2-methyl-6-[(methylamino)carbonyl]phenyl]-1-(3-chloro-2-
pyridinyl)-1H-pyrazole-5-carboxamide, DPX E2Y45), pertencente ao grupo das
diamidas antranilicas (Clorantraniliprole, cyantraniliprole e flubendiamide). Esse
inseticida é relativamente recente, mas sua formulacdo ja vem sendo bastante utilizada
em varios paises. No Brasil, estd sendo comercializado pela DuPont desde 2007
(FENOLL et al.,, 2015). Atualmente, as diamidas sdo consideradas uma nova e
promissora classe de inseticidas (CUI et al., 2017; JEANGUENAT, 2013) devido,

principalmente, a sua alta eficiéncia e seletividade no combate de uma ampla variedade
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de insetos, permitindo protecdo e tratamento a uma crescente quantidade de culturas
(BASSI et al., 2009; CORDOVA et al., 2006; DuPont. Altacor® & Coragen® Now
Registered for Use on More Crops, 2011; LAHM et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013).

O modo de acgdo das diamidas ocorre nos receptores de rianodina, os quais, quando
ativados, liberam reservas de célcio (Ca®*) de forma descontrolada, resultando em
contracdo muscular, paralisia, letargia e morte (CORDOVA et al., 2006; CUl et al., 2017;
LAHM et al., 2009; TEIXEIRA e ANDALORO, 2013). Uma caracteristica desse grupo
de inseticidas é a baixa toxicidade evidenciada em mamiferos (CORDOVA et al., 2006;
LAHM et al., 2009). A alta seletividade e toxicidade do inseticida Clorantraniliprole em
organismos-alvo tém gerado preocupacdes em relacdo a insetos ndo-alvo e outros
artropodes, porém os estudos de toxicidade para organismos nao-alvos ainda séo bastante
escassos (CUI et al., 2017). Além disso, a quantidade de estudos desse composto com
espécies nativas tropicais, quando comparada com espécies de regides temperadas, é
muito inferior, fazendo com que ocorra uma crescente preocupa¢do no ambito da
Ecotoxicologia Aquatica para que novos testes de toxicidade sejam feitos, utilizando-se
uma gama de espécies nativas que rotineiramente possam ser incluidas nas avaliagGes de
risco ambiental, tornando-as mais robustas (DAAM E VAN den BRINK, 2010;
MENCHACA et al., 2010).

Nas ultimas décadas, € crescente 0 numero de estudos com compostos toxicos
emergentes utilizando como alvo as mais variadas espécies nativas de ambientes
aquaticos tropicais. Tais estudos tém demonstrado que, frequentemente, espécies
tropicais sdo muito mais sensiveis quando comparadas com espécies temperadas (ALHO
etal., 2020; BUl et al., 2016; de LUCCA et al., 2018; MANSANO et al., 2018; MIGUEL,
2020; MOREIRA et al., 2017; RAYMUNDO et al., 2019; ROCHA et al., 2018).
Salientamos a importancia desses e de mais estudos consistentes com espécies dulcicolas
nativas, de modo a ampliar informacgdes que garantam o entendimento dos variados
mecanismos de acdo desses quimicos na biota, permitindo uma avaliacdo robusta e o
aumento do conhecimento dos potenciais riscos ecologicos para melhoria na protecdo da
biodiversidade de ambientes tropicais.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos toxicos do herbicida
Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole, ingredientes ativos padrao, sobre o claddcero
neotropical C. silvestrii. Esta espécie foi escolhida devido a sua ampla distribuicao
geografica na América do Sul, por seu ciclo de vida curto e facilidade de cultivo, sendo
considerado um dos grupos de organismos aquaticos de agua doce mais sensiveis para

uma ampla gama de contaminantes, além de ocupar uma posi¢do central dentro das
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cadeias alimentares aquéaticas (FONSECA e ROCHA, 2004). Estudos com o principio
ativo sdo de grande relevancia, uma vez que € necessario primeiro caracterizar os efeitos
adversos dos compostos puros para depois verificar suas toxicidades nas formulacGes
comerciais.

Neste estudo, a sensibilidade da espécie C. silvestrii aos agrotoxicos Ametrina e
Clorantraniliprole foi avaliada por meio de testes de toxicidade aguda (valores de CEso-
48h) e testes de toxicidade crbnica, nos quais foram avaliados o0 comprimento corporal, a

sobrevivéncia, 0 niUmero de ovos e 0 nimero de neonatas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Organismo-teste e condigdes de cultivo

O organismo-teste selecionado para este estudo foi a espécie nativa e endémica de
cladocero da regido Neotropical Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea,
Cladocera). Esse cladocero atua como consumidor primario nas cadeias alimentares
aquaticas e se alimenta por filtracdo de material organico particulado. Os adultos possuem
cercade 0,8 a 0,9 mm de comprimento, corpo ovalado com acentuado sino cervical e com
9 a 12 espinhos anais no pos-abdomen (FONSECA e ROCHA, 2004), sendo encontrado
no Brasil e na Argentina (ABNT NBR 13373, 2010).

O método para o cultivo em laboratério dos organismos de C. silvestrii e 0
protocolo padronizado para a sua utilizagdo em testes de toxicidade foram previamente
desenvolvidos pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 13373,
2010; FONSECA e ROCHA, 2004; SANTOS et al., 2006).

A espécie foi inicialmente coletada do reservatdrio do Lobo-Broa, Itirapina, SP,
Brasil e mantida por cerca de 5 anos em cultivo no Laboratério de Ecotoxicologia do
Departamento de Biologia Evolutiva (DEBE) da Universidade Federal de S&o Carlos
(Séo Carlos, SP).

Os organismos foram cultivados em agua reconstituida previamente preparada
com 1,5 g de CaS0O4.2H20 (solugdo 1) e 0,2 g de KCI, 4,8 g de NaHCO3 e 6,1 g de
MgS04.7H20 (solucéo 2), ambas as solucdes diluidas em 1 L de dgua destilada (ABNT
NBR 13373, 2017). Em um recipiente com aeracdo constante, a dgua destilada foi
acrescida das duas solucdes especificas (solucdo 1 e 2) a fim de que ela tivesse as
seguintes caracteristicas: pH entre 7,0 e 7,5 e dureza total entre 40 e 48 mg CaCO; L
(ABNT NBR 13373, 2017; ASTM, 2001). Os individuos de C. silvestrii foram mantidos
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em béqueres de 2 L, com um maximo de 120 individuos, alimentados com a alga
cloroficea Raphidocelis subcapitata (10° células mL™), cultivada em meio CHU-12
(MULLER, 1972) e com um suplemento alimentar (1 mL L) composto por uma
suspensdo de leveduras e ragdo para peixe preparada a partir da mistura de partes iguais
de fermento biolégico seco (Fleischmann®) e racdo para peixe (Vitormdmio®)
fermentada (ABNT NBR 13373, 2017).

Os béqueres foram recobertos com um filme plastico para evitar evaporacdo do
meio. As manutencdes das culturas foram realizadas trés vezes por semana, quando eram
renovados a dgua e o alimento, sendo uma troca total da dgua e duas parciais (apenas 50%
da agua de cultivo era renovada). Os cultivos de C. silvestrii foram mantidos em
incubadoras com temperatura controlada a 25°C e com fotoperiodo de 12/12 horas de

claro/escuro.

2.2. Substancias e solucdes-estoque

Os compostos Ametrina (CAS n° 834-12-8) e Clorantraniliprole (CAS n°500008-
45-7) com pureza > 98% (padrdo analitico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O
herbicida Ametrina foi diluido em acetona de grau analitico (CsHsO; LabSynth) e sua
solucdo-estoque preparada pela diluicdo de uma quantidade especifica em agua de cultivo
(agua reconstituida) imediatamente antes dos testes devido a sua baixa solubilidade em
agua que pode chegar até 209 mg L™ a 25°C (National Center for Biotechnology
Information (a), 2021) O inseticida Clorantraniliprole também foi diluido em acetona de
grau analitico (CsHsO; LabSynth) devido a baixa solubilidade em 4gua que pode chegar
até 1,0 mg L™ a 20°C (National Center for Biotechnology Information (b), 2021).

As concentra¢fes nominais de cada composto testado foram obtidas pela diluigdo

da solucdo-estoque, a qual também foi feita em &gua de cultivo (agua reconstituida).

2.3 Testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio

Testes de sensibilidade aguda (48 h) com a substancia de referéncia cloreto de
sodio (NaCl) foram realizados periodicamente para avaliar as condi¢6es fisiologicas dos
organismos cultivados no laboratério e, consequentemente, garantir a confiabilidade e
precisdo dos dados durante os testes de toxicidade aguda e crbnica de acordo com as
diretrizes da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 13373, 2017).
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Cinco neonatas (6 a 24 h de idade) foram colocadas em recipientes de plastico de
poliestireno de 50 mL, os quais continham 15 mL de solugdo-controle (apenas agua de
cultivo) e as solugdes-teste. As concentracGes experimentais foram testadas em réplicas
que variaram de 0,6 a 2,2 g L. Essas concentracGes foram preparadas por diluigdo de
uma solucdo-estoque de 100 g L, utilizando agua reconstituida como diluente. Os
individuos de C. silvestrii foram mantidos nas mesmas condicdes de cultivo, sem
iluminacdo e alimento durante todo o periodo de exposi¢do. Apos 48h, o nimero de
organismos imoveis foi contado para obter os valores de CEsp-48h. Os organismos foram
considerados saudaveis e adequados para 0 uso nos testes de toxicidade quando os valores
de CEso-48 h estavam dentro dos limites ja pré-estabelecidos (1,0 a 1,83 g L™) para essa
substancia de referéncia (CASALI-PEREIRA et al., 2015). O teste foi considerado valido
quando a porcentagem de organismos imoveis no controle ndo excedeu 10% (ABNT
NBR 13373, 2017)

As variaveis pH, temperatura da agua, condutividade elétrica, dureza e

concentracdo de oxigénio dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes.

2.4. Testes de toxicidade aguda e crénica

Os testes de toxicidade aguda e crdnica com o claddcero C. silvestrii sequiram as
diretrizes pré-estabelecidas pela Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento (OECD, 2004; 2008) e pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT NBR 13373, 2017). Testes preliminares foram necessarios para se estabelecer a
faixas de concentracbes que seriam utilizadas para cada composto nos testes definitivos.
Os testes de toxicidade aguda foram realizados com as seguintes faixas de concentracdes
nominais: 500 a 20.000 pug L™ de Ametrina e 1,2 a 9,0 pg L™ de Clorantraniliprole. Essas
concentracOes foram preparadas por diluigdo a partir das solu¢Ges-estoque de 20.000.000
ug L™ para o composto Ametrina e 18.000 ug L™ para o Clorantraniliprole.

Nos testes de toxicidade aguda, cinco réplicas foram utilizadas por tratamento.
Cada réplica continha cinco neonatos (6-24h de idade) em um recipiente de polipropileno
atoxico com 15 mL de solugdo-teste ou 15 mL de agua reconstituida (controle). Para
ambos 0s compostos, foi necessario adicionar um controle-solvente (agua reconstituida +
acetona) em uma concentracdo nominal de 0,01% de acetona (v/v). Os organismos
expostos ndo foram alimentados no decorrer dos experimentos e foram mantidos em
incubadora na temperatura constante de 25 £+ 1°C e no escuro, como recomendado pela
OECD (2004) e ABNT NBR 13373 (2017). Apds 48h de exposicao, os organismos foram
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observados sob microscopio estereoscopico e o nimero de individuos iméveis foi contado
e usado para o célculo da concentracdo efetiva mediana (CEso-48h) de cada composto
estudado.

Os testes de toxicidade cronica foram realizados utilizando-se dez réplicas, cada
uma contendo uma neonata (6-24h de idade) em 15 mL de solucdo-teste ou 15 mL de
agua reconstituida (controle). Um controle-solvente (0,01% de acetona, v/v) foi
adicionado. Os testes foram dindmicos, sendo as solucGes-teste renovadas diariamente.
A duragéo do experimento foi de sete dias e os organismos foram alimentados e mantidos
sob as mesmas condicBes de temperatura e fotoperiodo descritas para o cultivo.
Diariamente, durante o periodo experimental, os organismos foram observados sob
microscopio estereoscépico, a fim de verificar a sobrevivéncia das fémeas, 0 niUmero de
ovos e 0 numero de descendentes, 0s quais eram contados e descartados a cada renovacao
do meio.

Para garantir a variabilidade e a reprodutibilidade dos valores de toxicidade
encontrados, dez testes definitivos de toxicidade aguda e trés testes de toxicidade cronica
foram realizados. Além disso, as variaveis abioticas, tais como o pH, a temperatura da
agua, a condutividade elétrica, a dureza e a concentragdo de oxigénio dissolvido, foram
medidas no inicio e no final dos testes de toxicidade aguda e diariamente nos testes de

toxidade cronica.

2.5. Analise dos dados

Os valores de CEs0-48h e seus respectivos intervalos de confianga de 95% para os
testes de toxicidade aguda foram calculados por regressdo nédo linear, ajustando-se uma
equacdo logistica aos dados no software Statistica 7.0 (Statsoft, 2004). Ja os dados dos
testes de toxicidade cronica foram submetidos a anélise de normalidade (teste de Chi-
Quadrado) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, em seguida, a analise de
variancia (ANOVA). Os testes de Tukey e Kruskal-Wallis foram utilizados para verificar
a existéncia de diferencas entre os tratamentos e o controle em dados que seguiram uma
distribuicdo normal. Nos testes estatisticos, diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do software
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).
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3. RESULTADOS

3.1. Variaveis abioticas dos testes de toxicidade aguda e crbnica

Durante todos o0s dez testes de toxicidade aguda com cada composto, os valores
de pH das solugbes-teste ficaram dentro do intervalo de 7,0 a 7,5, ndo variando mais que
1,0 unidade por teste. A dureza da agua variou de 40 a 42 mg CaCOs L™, enquanto que a
temperatura da agua permaneceu estavel a 25°C em todos os testes. O oxigénio dissolvido
variou de 8,0 a 8,5 mg L e a condutividade elétrica ficou entre 160 e 165 uS cm™.

Nos trés testes de toxicidade crbnica realizados com cada composto, 0s valores de
pH das solucdes-teste ficaram dentro do intervalo de 7,0 a 8,3, ndo variando mais que 1,0
unidade por teste. A dureza da dgua variou de 40 a 44 mg CaCOs L e a temperatura da
agua ficou entre 24 e 25°C. O oxigénio dissolvido variou de 6,08 a 8,26 mg L™, enquanto
que a condutividade elétrica ficou entre 160 e 165 ps cm™. Assim, todos os testes
preencheram os critérios de validade estabelecidos nas orientacfes fornecidas tanto pela
OECD (2004, 2008) como pela ABNT NBR 13373 (2017).

3.2. Testes de Sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio

Os valores de CEsp-48 h dos testes de sensibilidade com cloreto de sédio (NaCl)
para o cladocero C. silvestrii ficaram dentro dos limites inferior e superior da tabela de
controle determinada neste estudo, ou seja, 1,42 a 1,60 g L™, mostrando que os
organismos estavam saudaveis o suficiente para serem utilizados nos ensaios de
toxicidade de acordo com a faixa de referéncia de 1,00 a 1,83 g L™* obtida para testes com
48 h de exposicdo (CASALI-PEREIRA et al., 2015; DE LUCCA et al ., 2018;
MACHADO et al ., 2009; MANSANO et al ., 2016; MIGUEL, 2020; TAKENAKA,
2007) (Figura 1).
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Figura 1. Faixa de sensibilidade de Ceriodaphnia silvestrii (CEso-48h) a substancia de
referéncia cloreto de sédio com base nos resultados de 14 testes de toxicidade aguda. Os
limite superior (LS) e o limite inferior (LI) foram de 1,32 e 1,62 g L™, respectivamente,

com uma tendéncia central (TC) de 1,47 g L%,

3.3. Testes de toxicidade com o claddcero C. silvestrii

No final dos testes de toxicidade aguda e cronica, a sobrevivéncia dos organismos
de C. silvestrii foi de 100%, tanto controle como no controle com solvente, mostrando
que ndo houve diferenca significativa (+ 10% de organismos imdveis) entre os resultados
do controle e do controle com solvente (0,01% de acetona). Assim, exclui-se qualquer
possibilidade de interferéncia do solvente nos resultados dos testes de toxicidade aguda e
cronica.

Para os testes de toxicidade aguda com o0s compostos Ametrina e
Clorantraniliprole, os valores de CEso-48h foram calculados separadamente para cada um
dos dez testes realizados nesse estudo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Com os dados relativos aos dez testes de toxicidade aguda também foi possivel
calcular a CE10-48h, que corresponde ao NOEC (Concentracéo de Efeito N&do Observado)
para ambos os compostos. O valor médio da CE10-48h encontrado para o herbicida
Ametrina foi de 2.728 + 19,6 ug L™ e para o inseticida Clorantraniliprole foi de 1,06 +
0,22 pug L.
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Tabela 1. Valores de CEso-48h do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole
e seus respectivos intervalos de confianca (1C 95%) obtidos nos testes de toxicidade aguda
realizados com o cladocero Ceriodaphnia silvestrii.

Ametrina Clorantraniliprole
Ndmero do teste CEso-48h (ug L™Y) IC (95%) CEso-48h (ng LY IC (95%)
1 7640 6370-8910 2,72 2,38-3,06
2 6960 5800-8120 2,73 2,35-3,11
3 7700 6240-9160 3,07 2,73-3,41
4 6490 4820-8160 2,61 2,29-2,93
5 7750 6780-8720 2,89 2,54-3,24
6 6990 5810-8180 2,69 2,25-3,06
7 7370 6190-8560 2,66 2,25-3,06
8 7580 6310-8850 2,60 2,08-3,11
9 7740 6530-8950 2,73 2,42-3,05
10 6960 5690-8220 2,91 2,55-3,26
Média 7318 2,76
Desvio-padréo 4391 0,14
Coeficiente de Variacao (%) 6,00 5,15
Faixa de sensibilidade 6490 - 7750 2,60 — 3,07

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram um aumento na toxicidade
aguda com o aumento gradual das concentraces testadas, tanto para o herbicida Ametrina
(Kruskal-Wallis, H=67,01; p < 0,001) como para o inseticida Clorantraniliprole (Kruskal-
Wallis, H=77,15; p < 0,001). Possivelmente, houve um aumento proporcional do gasto
energético sofrido pelos organismos na tentativa de manutencdo da vida (Figura 2). Para
a Ametrina, até a concentracdo de 1000 pg L, menos de 20% dos organismos ficaram
imdveis, enquanto que a partir da concentragdo de 5000 pg L™, em média, mais de 30%
dos organismos de C. silvestrii ficaram imdveis e a partir da concentracdo de 15000 ug
L, em média, mais de 85% dos organismos ficaram imdveis apds 48h de exposicao.
Valores bem abaixo dos encontrados para a Ametrina foram observados para o
Clorantraniliprole. Para a concentragdo de 1,2 pug L%, em média, mais de 20% dos
organismos ficaram imoveis ap0s 48h de exposicdo a esse inseticida. Na concentracéo de
6 ug L, 85% dos organismos ficaram imdveis e, na concentragdo de 9 pg L™, 100% dos
organismos ficaram imoveis ao final do teste de toxicidade aguda. Esses dados indicam
uma maior toxicidade do inseticida Clorantraniliprole ao ser comparado com o herbicida

Ametrina.
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claddcero Ceriodaphnia silvestrii durante os dez testes de toxicidade aguda nas diferentes

concentragOes testadas do herbicida Ametrina (A) e do inseticida Clorantraniliprole (B).

Os comprimentos corporeos obtidos para os individuos de C. silvestrii antes da
exposicdo mostraram que 0s organismos tinham o mesmo tamanho para os diferentes
tratamentos e controle (para Ametrina: Kruskal-Wallis, H= 4,79; p > 0,05; para
Clorantraniliprole : Kruskal-Wallis, H=1,27; p > 0,05).

Apos 7 dias de exposicdo, ndo houve diferencas significativas no comprimento
corporal dos organismos expostos ao herbicida Ametrina quando comparados com o
controle (Kruskal-Wallis, H= 6,05; p > 0,05). J& para o pesticida Clorantraniliprole,
ocorreram diferencas significativas no comprimento corporal em relacéo ao controle nas
duas maiores concentragdes testadas (0,14 e 0,28 pug L) (Kruskal-Wallis, H= 46,50; p <
0,05) (Figura 3). Para 0 comprimento corporeo, a maior concentracdo sem qualquer efeito
observavel (CENO) foi de 160 pg L para Ametrina e de 0,07 pg L? para o
Clorantraniliprole , enquanto que a menor concentracdo com efeito observavel (CEO) nao

pode ser estimada para Ametrina e foi de 0,14 pg L™ para o Clorantraniliprole.
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Figura 3. Comprimento corpéreo médio de Ceriodaphnia silvestrii (mm) antes e depois
da exposicdo ao herbicida Ametrina (A) e ao inseticida Clorantraniliprole (B) para as
cinco concentracdes testadas nos testes de toxicidade cronica. Os asteriscos (*)

representam diferencas significativas em relacdo ao controle.

Nos experimentos com o herbicida Ametrina, houve diferenca significativa entre
a ultima concentracdo testada e o controle com relacéo a sobrevivéncia dos individuos de
C. silvestrii para os testes de toxicidade cronica (Kruskal-Wallis, H= 19,89; p < 0,05). O
mesmo ocorreu quando os espécimes de C. silvestrii foram expostos ao inseticida
Clorantraniliprole, diferencas significativas foram observadas nas duas maiores
concentraces testadas ao serem comparadas com o controle (Kruskal-Wallis, H=16,99;
p <0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia (%) das fémeas de Ceriodaphnia silvestrii apds
7 dias de exposicéo a diferentes concentracdes do herbicida Ametrina (A) e do inseticida
Clorantraniliprole (B) nos testes de toxicidade crénica. O asterisco (*) indica valor

significativamente diferente do controle (p < 0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade cronica mostram que 0s agrotdxicos
Ametrina e Clorantraniliprole causaram efeitos negativos significativos na reproducao
das fémeas de C. silvestrii.

Para o herbicida Ametrina, uma reducdo significativa no nimero de ovos e no
numero de neonatas por fémea foi observada nas concentragdes que variaram entre 20 e
160 pg Lt e entre 10 e 160 pg L, respectivamente (Figura 5 A e B). Para o inseticida
Clorantraniliprole, no entanto, foram observados efeitos estimulantes (hormesis), com um
aumento significativo no numero de ovos e no nimero de neonatas por fémea nas
concentracOes de 0,04 pug L™ e de 0,02 e 0,04 pg L, respectivamente (Figura 5 C e D).
Uma diminuicéo significativa no nimero de ovos e no numero de neonatas por fémea foi
observada nas concentragdes de 0,14 e 0,28 pg L do inseticida Clorantraniliprole
(Figura 5 C e D). Os resultados estatisticos foram todos dados pelo teste de Tukey
[Ametrina: nimero de ovos (Fs203 = 341,17; p < 0,001) e nimero de neonatas por fémea
(Fe.203 = 917,54; p < 0,001) e Clorantraniliprole: nimero de ovos (Fs203 =321,26; p <
0,001) e nimero de neonatas por fémea (Fes 203 = 665,64; p < 0,001)].

Para o nimero de ovos, os valores de CENO e CEO foram, respectivamente de 10
e 20 pug L? para o herbicida Ametrina e de 0,07 e 0,14 pg L™ para o inseticida
Clorantraniliprole . Para o numero de neonatas por fémea, o valor de CENO ndo pode ser

calculado para a Ametrina e o valor de CEO foi > 10 pg L™ de Ametrina, enquanto os
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valores de CENO e CEO foram, respectivamente de 0,07 e 0,14 pg L™ para o inseticida

Clorantraniliprole.
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Figura 5. Numero de ovos e neonatos produzidos por fémea (média £ DP) do cladocero
Ceriodaphnia silvestrii quando expostos por 7 dias a véarias concentracdes do herbicida
Ametrina (A e B) e do inseticida Clorantraniliprole (C e D) em testes de toxicidade
crénica. O asterisco (*) indica valor significativamente diferente do controle (Teste de
Tukey; p < 0,001).

4. DISCUSSAO

Herbicidas e inseticidas fazem parte do grupo dos pesticidas e sdo encontrados
com frequéncia em ambientes como o solo, a &gua dos rios, aquiferos, 0 mar e &reas
remotas como as geleiras, o que os tornam fatores de risco iminente em todo o mundo
devido ao seu potencial de desregulador enddcrino, além de contribuir para a origem de
varias doengas em seres humanos, tais como o cancer (DECOURTEN et al., 2019;
MATTHIESSEN et al., 2018; SCOGNAMIGLIO et al., 2016). Uma grande quantidade
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de novos produtos surge no mercado e séo aplicados nos solos anualmente. Evidéncias
tém sugerido que esses produtos podem permanecer por décadas no solo, causando
impactos desconhecidos e ainda controversos no meio ambiente (GRIFFERO et al., 2019;
MACHADO et al., 2016).

Neste estudo, evidenciamos o efeito toxico de dois desses compostos, o herbicida
Ametrina e o inseticida Clorantraniliprole, ambos bastante utilizados em diversas culturas
como a cana-de-agucar, em uma espécie nativa tropical de cladécero, a C. silvestrii. Esse
microcrustaceo tem importante papel ecoldgico em ecossistemas de agua doce, uma vez
gue compde a base das cadeias alimentares. Até a presente data, estudos ecotoxicoldgicos
envolvendo esses agrotdxicos e essa espécie nativa de claddcero sdo inexistentes, de
acordo com o banco de dados da USEPA (2005) (http://cfpub.epa.gov/ecotox/) e com
pesquisas na literatura, razdo pela qual o modo de acdo desses pesticidas nessa espécie
ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Comparando-se os valores médios da CEso-48h do herbicida Ametrina (7320 pg
L) e do inseticida Clorantraniliprole (2,76 pug L) obtidos no presente estudo, verificou-
se que este ultimo é aproximadamente 2.652 vezes mais toxico. A alta toxicidade do
Clorantraniliprole esta relacionada, principalmente, ao seu modo de ag&o especifico para
artropodes, em particular os insetos. Esse inseticida estimula a liberagdo do célcio ao se
ligar a moléculas receptoras de rianodina, presentes em musculos, células epiteliais e
neuronios, afetando a homeostase das células nervosas e musculares, acarretando
contragdes musculares anormais, estresse oxidativo e impedindo o individuo de se
alimentar, por consequéncia, levando-o a paralisia e a morte (CORDOVA et al., 2006;
LAVTIZAR et al., 2015; SATTELLE et al., 2008; TEIXEIRA e ANDALORO, 2013).
Devido ao seu modo de acéo especifico, esse inseticida é capaz de atingir uma grande
variedade de insetos (Qi et al., 2014). Ja o herbicida Ametrina, pertencente ao grupo das
triazinas, é considerado um potente inibidor da fotossintese, por interferir no transporte
de elétrons do fotossistema Il e em outros processos enzimaticos (ANVISA, 2003;
DUKE, 1990; RELIGIA et al., 2019; ROBERTS et al., 2007; SILVEYRA et al., 2018;
USEPA, 2005), ndo agindo em microcrustaceos como alvos especificos. Apesar disso,
uma alta sensibilidade do cladécero C. silvestrii ao herbicida Ametrina foi encontrada
neste estudo, com evidéncias de efeitos toxicos significativos nesta espécie. E importante
que tais efeitos sejam considerados, pois no ambiente aquatico, organismos
zooplancténicos podem ter sua sobrevivéncia e reproducao afetadas devido a inibicao de
seus movimentos, o que também prejudica sua capacidade de fuga e sua alimentacdo
(filtradores).
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Até a presente data, ndo foram encontrados dados disponiveis na literatura para
testes de toxicidade aguda e cronica com o herbicida Ametrina para a espécie C. silvestrii
e poucos foram os estudos ja realizados com claddceros (FARRE et al., 2002; REGO et
al., 2017), enquanto que para outros compostos do grupo das triazinas ou compostos que
apresentam modos de acao similares, tais estudos ja sdo bastante consolidados para as
mais diversas espécies aquaticas (de ALBUQUERQUE et al., 2020; MANSANO et al.,
2016; MONTIEL-LEON et al., 2019; MOREIRA et al., 2014; RELIGIA et al., 2019;
SILVEYRA et al., 2018; SOUSA et al., 2016; ZHENG et al., 2017). Dados comparativos
quanto a concentracdo do herbicida Ametrina que causou a imobilidade dos organismos
(CEs0-48h) mostram que a espécie C. silvestrii foi muito mais sensivel quando comparada
as espécies Daphnia similis e Daphnia magna (25730 pg L' e 28000 pg L%,
respectivamente) (Farré et al., 2002; Régo et al., 2018). A partir da concentracdo de
20.000 pg L, os organismos de C. silvestrii ndo apresentaram nenhuma mobilidade
(CLs0-48h), enquanto que para os organismos de Daphnia similis, a concentragdo foi
aproximadamente 2,5 vezes maior. Para outras espécies de crustaceo, como o Anostraca
Artemia sp., o herbicida Ametrina, também pode ser considerado muito toxico, resultando
em uma CLso variando entre 20.000-50.000 pg L, uma vez que, em média, a toxicidade
de herbicidas do grupo das triazinas, para a ordem de Cladocera pode ser encontrada em
torno de 43.000 pg L™ (SANCHEZ-BAYO, 2006).

Para o inseticida Clorantraniliprole, nosso estudo mostrou que, mesmo em baixa
concentracdo, esse pesticida é extremamente toxico para a espécie C. silvestrii, elevando
0 potencial de risco ecoldgico para o meio ambiente aquatico. Para a espécie Daphnia
magna, foi encontrado um valor de CEso-48h de 8,5 pg L™ de Clorantraniliprole (CUI ET
AL., 2017). Essa concentragédo foi cerca de 3 vezes maior que a encontrada em nosso
estudo para a espécie C. silvestrii (2,76 pg L™). Outros autores afirmam que, apesar das
espécies tropicais serem consideradas mais sensiveis a contaminantes emergentes, a
espécie Daphnia magna, que ocorre em regides temperadas, também & um invertebrado
de dgua doce da ordem Cladocera e, assim como C. silvestrii, desempenha um papel muito
importante na cadeia alimentar, ficando entre os produtores primarios e 0s peixes, por
isso, alteracdes no ambiente, afetam significativamente essas espécies (BANG et al.,
2015). Por seu facil cultivo e manutencdo em laboratorio, essa espécie € bastante estudada
e também possui uma sensibilidade alta para uma variedade de produtos quimicos
(TOUMI et al., 2015). Além disso, esses dados precisam ser vistos com cuidado, uma vez
que cada espécie possui suas préprias caracteristicas como, por exemplo, tamanho e

idade, além de apresentarem diferencas nas proprias condi¢des em que 0s organismos sao
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mantidos no laborat6rio e/ou como os testes sdo conduzidos como, por exemplo, as
variaveis fisicas e quimicas, meio de ensaio, alimentacdo e fotoperiodo (FREITAS e
ROCHA, 2012; MANSANO et al., 2016; MOREIRA et al., 2014).

Com relagdo a toxicidade cronica, os agrotoxicos Ametrina e Clorantraniliprole
apresentaram efeitos sobre a reproducéo de C. silvestrii. Além disso, para 0s organismos
expostos ao inseticida Clorantraniliprole, uma reducdo significativa no comprimento do
corpo foi observada nas duas maiores concentragdes testadas, 0,14 e 0,28 ug L%, quando
comparadas com o controle, enquanto que para o herbicida Ametrina nenhuma
diminuicdo significativa foi observada nas concentracgoes testadas. Cui etal. (2017), para
o cladocero Daphnia magna, também encontraram uma diminuicao do tamanho corporal
com o0 aumento das concentracOes-teste, com diminui¢do significativa do tamanho
corporal a partir da concentracdo de 4,5 ug L ap6s 21 dias de exposi¢do. A diminuicio
do tamanho corp6reo esta intimamente relacionada com a capacidade reprodutiva, o que
pode gerar diminuicdo significativa do nimero de descendentes porque leva a uma
diminuicdo da cdmara de incubacao, o que dificulta a acomodacéo dos ovos, uma vez que
h&d um comprimento minimo do corpo que os claddceros precisam atingir para que
consigam produzir ovos normalmente (CUI etal., 2017; de LUCCA et al., 2018; GREEN,
1956; LEBLANC e MCLACHLAN, 1999; REGO et al., 2017; Z. MACIEJ GLIWICZ;
BOAVIDA, 1996). Mais estudos ecotoxicologicos que relacionem o tamanho corporal de
cladoceros com sua capacidade reprodutiva sdo necessarios para o completo
entendimento dos efeitos dos quimicos emergentes sobre 0s processos reprodutivos
desses microcrustaceos e 0s consequentes efeitos sobre suas populagdes e, em Ultima
analise, sobre as cadeias alimentares aquaticas ao longo do tempo.

O herbicida Ametrina reduziu significativamente o numero de ovos e de
descendentes das fémeas de C. silvestrii em concentracdes a partir de 10 ug L™
Comparando-se esses dados com os de outras espécies para 0 mesmo grupo de herbicida,
C. silvestrii é significativamente mais sensivel ao composto. Sua sobrevivéncia foi
afetada significativamente no decorrer dos 7 dias de exposi¢do, é possivel admitir que
houve uma diminuicio da mobilidade na concentracio 160 pg L7, indicando que a
toxicidade desse herbicida aumenta com o passar do tempo de exposi¢do. Até onde
sabemos, ndo existem estudos na literatura abordando os efeitos desse herbicida sobre a
reproducédo de C. silvestrii. No entanto, para outro herbicida triazinico, Mansano et al.
(2016) relataram reducdo na fertilidade de C. silvestrii exposta ao herbicida Diuron na
concentracgdo de 250 pg L. Para a espécie de peixe Danio rerio exposta ao herbicida

Ametrina, Moura et al. (2018) encontraram uma diminuicdo e retardo na fertilidade e no
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desenvolvimento de seus embriGes em concentragbes de 47.600 ug L. Efeitos na
reproducdo e consequente diminuicdo no numero de descendentes também foram
observados no lagostim Procambarus clarkii, no copépode marinho Tigriopus japonicus
e em rotiferos Brachionus calyciflorus para herbicidas triazinicos (LU et al., 2012;
SILVEYRA et al., 2018; YOON et al., 2019). Em relacéo aos valores de CENO-7d =
10,0 ug Lt e CEO-7d = 20,0 pg L, a espécie C. silvestrii foi muito mais sensivel quando
comparada com a espécie D. magna (CENO-21d = 240 ug L't e CEO-21d =320 pg L?
(USEPA, 2005). Portanto, dados adicionais sdo necessarios para conhecimento e
aprofundamento dos efeitos de toxicidade do herbicida Ametrina em organismos que
vivem na zona limnética dos corpos d’agua.

Este estudo, ao longo de 7 dias, demonstrou que o inseticida Clorantraniliprole
afeta severamente a producdo de ovos e 0 nimero de descendentes, comprometendo a
historia de vida do claddcero C. silvestrii ao longo do tempo. Uma relagéo clara entre a
concentragdo-resposta para a populacdo foi observada quando os dados nos revelaram
efeito hormesis para o nimero de ovos na concentragdo de 0,04 pg L™ e para o nimero
de neonatas nas duas concentragdes mais baixas (0,02 e 0,04 pg L), enquanto que nas
maiores concentracOes testadas ocorreu um retardo na maturagdo reprodutiva que,
consequentemente, afetou significativamente a fecundidade das fémeas de C. silvestrii.
Portanto, o parametro reprodutivo foi significativamente mais sensivel do que a
sobrevivéncia de C. silvestrii. Outros autores tambem relataram, em seus estudos, uma
sensibilidade maior do parametro reprodutivo quando comparado com a sobrevivéncia
para organismos aquaticos expostos a produtos quimicos emergentes (CUI et al., 2017;
KNOPS et al., 2001; SANCHO et al., 2016). Semelhante aos nossos resultados, Cui et al.
(2017) relataram que o inseticida Clorantraniliprole afetou severamente a reproducao de
D. magna em 21 dias de teste, porém, diferiu dos nossos resultados, quando relataram
que a sobrevivéncia dessa espécie também foi bastante afetada no decorrer do tempo de
exposicdo. Diferentemente dos nossos resultados, em um estudo anterior, Lavtizar et al.
(2015) ndo encontraram nenhum efeito negativo na reproducdo de D. magna em 21 dias
de teste em concentragbes até 12 pg L, porém encontraram uma diminuicdo na
sobrevivéncia desses organismos a partir da concentragio de 3,5 pg L. Em relacdo ao
valor de CENO-7d = 0,07 pg L, a espécie C. silvestrii foi aproximadamente 8,8 vezes
menor quando comparada com a espécie C. dubia (CENO-7d = 0,61 pg L!) (MOURA et
al., 2018; NOGUEIRA, 2016) e aproximadamente 63,9 vezes menor do que o de D.
magna (CENO-21d = 4,47 ng L) (EFSA, 2013; USEPA, 2008). Assim, como também

para outros grupos, como 0 mosquito Chironomus riparius (CENO-28d = 2,5, ug L%,
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EFSA, 2013) e o peixe Oncorhynchus mykiss (CENO-21d = 110,0 ug L*; DataBase,
2019), a espécie C. silvestrii € notadamente mais sensivel. Ja os valores de CEO de C.
silvestrii foram inferiores (CEO-7d = 0,02 ug L) quando comparados & espécie de clima
temperado D. magna (CEO-21d =4,05 pg L™).

Sabendo da importancia de novos e complementares estudos da toxicidade do
herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole, sugerimos para estudos futuros
uma avaliacdo dos efeitos toxicos desses agrotoxicos em mistura e também estudos que
avaliem toda a histdria de vida, desenvolvimento embrionario e estresse oxidativo desses
claddceros, informagGes necessarias para uma melhor compreensdo dos riscos ecoldgicos

e suas implicacdes nas cadeias troficas aquaticas.

5. CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou os efeitos toxicos do herbicida Ametrina e do
inseticida Clorantraniliprole sobre o cladocero C. silvestrii. Nossos resultados indicam
que tanto o herbicida como o inseticida foram altamente tdxicos durante a exposicao
aguda e cronica do cladécero dentro da uma faixa estudada. Efeitos negativos foram
observados na sobrevivéncia, reproducdo e crescimento dos dafinideos em baixas
concentracOes. Para o inseticida Clorantraniliprole, efeitos horméticos foram observados
em concentracOes baixas. Portanto, as informacdes obtidas nesse estudo mostram que,
mesmo em baixas concentracdes, esses compostos podem implicar em riscos ecolégicos

para 0s ecossistemas aquaticos tropicais.
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CAPITULO 2

A Influéncia da temperatura no potencial téxico do inseticida Clorantraniliprole na

historia de vida do clad6cero de agua doce Ceriodaphnia silvestrii.

RESUMO

Inseticidas sdo distribuidos de forma ubiqua no ambiente, causando crescente
preocupacdo em relagdo ao seu potencial de toxicidade para os organismos. Até o
momento, a maioria das pesquisas tem se concentrado nos impactos dos pesticidas em
organismos de ambiente temperados e marinhos, com menos estudos de seus efeitos em
ecossistemas de agua doce, especialmente em diferentes condigdes ambientais. No
presente estudo, a sensibilidade de uma espécie tropical de agua doce, Ceriodaphnia
silvestrii , foi estudada em associagdo com um fator abiético - a temperatura. Ensaios de
toxicidade aguda e sub-letais com o inseticida Clorantraniliprole foram realizados a 17,
23 e 30°C para determinar a influéncia da temperatura como um fator adicional de
estresse. Nossos resultados mostraram uma relacdo direta entre a temperatura € 0
inseticida Clorantraniliprole, influenciando negativamente na sensibilidade, na
reproducdo e no desenvolvimento dos individuos de C. silvestrii, 0 que refor¢ca a
necessidade da inclusdo de estressores naturais nos estudos de avaliacdo de risco em

potencial dos inseticidas para ambientes aquaticos tropicais.

Palavras-chave: Clorantraniliprole, inseticida, variacdo térmica, dafinideos, toxicidade
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1. INTRODUCAO

Experiéncias positivas com o Clorantraniliprole e seu alto potencial inseticida
principalmente devido ao modo de acdo ativo, eficiente e especifico no combate a insetos
agindo nos receptores de rianodina liberando de forma desordenada Ca* intracelular,
causando paralisia, letargia e morte em uma variedade crescente de culturas, fez com que
esse pesticida e seus produtos formulados fossem registrados e comercializados em
diversos paises (BASSI et al., 2009; DUPONT, 2014; LAHM et al., 2007; CORDOVA
et al., 2005;.

O Clorantraniliprole é um inseticida recentemente desenvolvido e bastante
aplicado na agricultura moderna como forma de protecdo de suas culturas O
conhecimento sobre sua ecotoxicidade e modos de acdo especifico em organismos
aquaticos sdo encontrados apenas em registros e relatérios de avaliacdo regulatéria
(DUPONT, 2014; LAVTIZAR et al., 2015). Assim, estudos sobre a ecotoxicidade
aquatica agudos e cronicos, seus efeitos de exposicao e, principalmente, de transformacéo
combinados com outros fatores ambientais, como, por exemplo, a temperatura,
permanecem ainda limitados ou completamente desconhecidos nos corpos de agua doce
(BRANS et al., 2017; CHRISTENSEN, et al., 2006).

Estudar e conhecer os efeitos combinados de multiplos estressores faz-se urgente
e necessario devido ao aumento no declinio médio de populagdes em todos 0s
ecossistemas, com impacto mais severo registrado nos ecossistemas de agua doce, onde
76% das espécies vivenciam um declinio desde o ano de 1970 tendo como causa principal
além da eutrofizagdo humana, o super aquecimento global (JENKINS, 2003; WWF,
2014).

Estratégias de intervencdo para remediar ou diminuir os impactos das mudancas
ambientais sdo limitadas, pois o efeito dos estressores podem ser sinérgicos, ou seja,
maior do que a soma dos seus efeitos isolados (SALA OE, et al. 2000). Assim, a
previsibilidade de impacto causado por dois ou mais fatores de estresse, como por
exemplo a temperatura e inseticida, é desafiante e &rduo quando comparados com um
Unico estressor (SPAAK et al, 2017; WU et al., 2017). Somados a isso, os resultados de
testes em nivel de populacdo podem sofrer com a variabilidade em suas respostas devido
as diferencas na sensibilidade ambiental, tolerancia entre as espécies e padrdes de
adaptacdo, ou seja, a temperatura é um fator chave que interfere com efeitos distintos na

diversidade, determinado o ciclo de vida, e aptiddo de toda a comunidade de agua



84

doce (BENNETT E LENSKI, 2007; BINZER et al.,2016; KNEITEL e CHASE, 2004;
MULLER e COLOMER, 2018).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito combinado do inseticida
Clorantraniliprole com trés diferentes temperaturas (17, 23 e 30°C) a um organismo néo-
alvo, o claddcero Ceriodaphnia silvestrii, pertencente a climas subtropical e tropical por
meio de testes de toxicidade aguda no parametro imobilidade e testes de toxicidade
crénica onde foram avaliados os parédmetros fecundidade e tamanho corporal. O
diferencial desse estudo é tratar da influéncia da aclimatacdo como fator adicional de
estresse na toxicidade da espécie Ceriodaphnia silvestrii que é amplamente distribuida
em aguas doces brasileiras e considerada um modelo adequado para andlises
ecotoxicoldgicas devido sua elevada sensibilidade (ABREU et al., 2010, RAYMUNDO
et al., 2019). Sendo assim, utilizar essa espécie em testes combinados de toxicidade
contribui para a obtencdo de respostas mais proximas da realidade dessas regides.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Organismo-teste e condigdes de cultivo

O organismo-teste selecionado para este estudo foi uma espécie nativa e endémica
de cladocero da regido Neotropical e padronizada pela Associacédo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) - Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera). Esse
claddcero atua como consumidor primario nas cadeias alimentares aquéticas e se alimenta
por filtracdo de material organico particulado. Possui 0,8 a 0,9 mm de comprimento,
corpo ovalado com acentuado sino cervical e com 9 a 12 espinhos anais no pos-abdomen
(FONSECA; ROCHA, 2004), sendo encontrado no Brasil e na Argentina (ABNT NBR
13373, 2017).

A espécie foi inicialmente coletada do reservatorio do Lobo-Broa, Itirapina (SP),
e mantido a aproximadamente 5 anos em cultivo no Laboratério de Ecotoxicologia do
Departamento de Biologia Evolutiva (DEBE) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(Séo Carlos — SP).

A espécie foi cultivada em agua reconstituida previamente preparada com 1500
mg de CaS0O4.2H20 (solucéo 1) e 200 mg de KCI, 4800 mg de NaHCO3 e 6100 mg de
MgS0O4.7H20 (solugdo 2) ambos diluidos em 1 L de agua destilada (ABNT NBR 13373,
2017). Em um recipiente com aeracdo constante, a agua destilada foi acrescida das duas
solucdes especificas (solugdo 1 e 2) a fim de que ela tivesse as seguintes caracteristicas:
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pH entre 7,0 e 7,5 e uma dureza total entre 40 e 48 mgCaCOs L (ABNT NBR 13373,
2017; Sociedade Americana de Testes e Materiais - ASTM, 2001). Essa espécie foi
mantida em béqueres de 2 L, com um méaximo de 120 individuos e alimentados com a
alga cloroficea Raphidocelis subcapitata (10° células mL™), cultivada em meio CHU-12
(MULLER, 1972), e uma suspenséo contendo levedura e ragdo para peixe preparado a
partir da mistura de partes iguais de fermento bioldgico seco tipo Fleischmann® e racdo
para peixe (Vitormémio®) foi fornecida como suplemento alimentar (1 mL L) (ABNT
NBR 13373, 2017).

Os béqueres foram recobertos com um filme pléstico para evitar evaporagao. As
manutencdes das culturas foram realizadas trés vezes por semana, quando eram
renovados a agua e o alimento, sendo uma troca total da 4gua e duas parciais (apenas 50%
da agua de cultivo foi renovada). Os cultivos de Ceriodaphnia silvestrii foram mantidos
em incubadoras e aclimatados para as temperaturas de 17, 23 e 30°C e com fotoperiodo

de 12/12 horas de claro/escuro.

2.2. Substancias e solugdes-estoque

O composto Clorantraniliprole (CAS n° 500008-45-7) com pureza >98% (padrao
analitico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O inseticida Clorantraniliprole foi diluido
em acetona de grau analitico (C3H60; LabSynth), e sua solucdo-estoque preparada pela
diluicdo de uma quantidade especifica em &gua de cultivo (&gua reconstituida)
imediatamente antes dos testes devido a sua baixa solubilidade em agua. que pode chegar
até 1,0 mg L™ a 20°C (National Center for Biotechnology Information (b), 2021).

As concentragcdes nominais do composto testado foram obtidas pela diluicdo da

solucdo-estoque também feita em agua de cultivo (dgua reconstituida).

2.3. Testes de sensibilidade com o cladécero Ceriodaphnia silvestrii

Testes de sensibilidade aguda (48 h) com a substancia de referéncia cloreto de
sodio (NaCl) foram realizados periodicamente para avaliar as condic@es fisioldgicas dos
organismos cultivados no laboratério e aclimatados nas temperaturas de 17, 23 e 30°C e,
consequentemente, garantir a confiabilidade e precisdo dos dados durante os testes de
toxicidade aguda e cronica de acordo com as diretrizes da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT NBR 13373, 2017).
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Cinco neonatos (6 - 24 h) de idade foram colocados em recipientes de plastico de
poliestireno de 50 mL, que continham 15 mL de solugéo controle (apenas dgua de cultivo)
e solucdo teste. As concentrac@es testes foram testadas em réplicas que variaram de: 0,6
a2,2 gL Essas concentragdes foram preparadas por diluicio de uma solugio-estoque
de 100 g L usando agua reconstituida como diluente. Os cladéceros C. silvestrii foram
mantidos nas mesmas condi¢des de cultivo, sem iluminacao e alimentos durante todo o
periodo de exposicdo. Apos 48 h de teste, 0 nimero de organismos imoveis foi contado
para obter valores de CEso - 48 h. Os organismos foram considerados saudaveis e
adequados para o0 uso nos testes de toxicidade quando os valores de CEso - 48 h estavam
dentro de limites ja pré-estabelecidos (1,0 a 1,83 g L) para a substancia de referéncia.
(CASALI-PEREIRA et al., 2015). O teste foi considerado valido quando a porcentagem
de organismos imdveis no controle ndo excedeu 10% (ABNT NBR 13373, 2017).

As varidveis pH, temperatura da agua, condutividade elétrica, dureza e

concentracdo de oxigénio dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes.

2.4. Testes de toxicidade aguda e cronica com efeito combinado da temperatura

Os testes de toxicidade aguda e crdnica com o claddcero C. silvestrii sequiram as
diretrizes pré-estabelecidas pela Organizacdo para a Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento (OECD, 2004; 2008) e pela Associacéo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT NBR 13373, 2017). Testes preliminares foram necessarios para se estabelecer a
faixa de concentracdo utilizada para cada composto nos testes definitivos. Em seguida,
testes de toxicidade aguda foram realizados respeitando a seguinte faixa de concentracdes
nominais de 1,2 2 9,0 ug L™ de Clorantraniliprole. Essas concentracdes foram preparadas
por diluicdo de uma solucio-estoque de 18.000 pg L2,

De acordo com as pesquisas de OETKEN et al (2009), provavelmente as
temperaturas médias globais terdo um aumento de 3°C até o ano de 2100. Assim, noss0s
cultivos foram realizados a 23°C conforme indicado na ABNT NBR 13373 (2017) que
estabelece uma faixa 6tima de temperatura entre 23 e 27°C como controle, ou seja, em
situacdo de ndo-estresse, para testes de toxicidade. De forma a simular uma previsdo de
aumento médio da temperatura das dguas de ambientes tropicais, como um fator de
estresse para o claddcero C. silvestrii, foi determinado 3°C acima do valor maximo
estabelecido pela ABNT NBR 13373 (2017) para testes de toxicidade com cladoceros
(27°C), ficando em 30°C. Esse valor ficou 7°C acima da temperatura de controle (23°C).

Assim, determinamos também 6°C abaixo da nossa temperatura de controle. De acordo
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com nossos estudos preliminares, essas temperaturas sao consideradas causadores de
estresse para populacdes de cladoceros C. silvestrii. Em combinacdo com o inseticida
Clorantraniliprole esses efeitos podem ser ainda mais previsiveis.

Apos os testes preliminares, testes definitivos agudos e cronicos foram realizados
com o cladécero C. silvestrii, utilizando os neonatos das fémeas que ja estavam
aclimatadas nas temperaturas determinadas para os testes (17, 23 e 30°C).

Nos testes de toxicidade aguda, cinco réplicas foram usadas por tratamento. Cada
réplica continha cinco neonatos (6 - 24 h de idade) em um recipiente de polipropileno
atoxico com 15 mL de solucgdo-teste ou 15 mL de agua reconstituida (controle). Para o
composto foi necessario adicionar um controle de solvente (agua reconstituida + acetona)
em uma concentracdo nominal de 0,01% de acetona (v/v). Os organismos expostos ndo
foram alimentados no decorrer dos experimentos e foram mantidos em incubadora e no
escuro, como recomendado pela OECD, 2004 e ABNT NBR 13373, 2017 nas
temperaturas de 17, 23 e 30°C, respectivamente. Apds as 48 h de exposicdo, 0s
organismos foram observados sob microscopio estereoscopico e o nimero de individuos
imadveis foi contado e usado para o calculo da concentracdo efetiva mediana (CE50 - 48
h) de cada composto estudado.

Os testes de toxicidade cronica foram realizados utilizando-se dez réplicas, cada
uma contendo um neonato (6 - 24 h de idade) em 15 mL de solucdo-teste ou 15 mL de
agua reconstituida (controle). Um controle do solvente (0,01% de acetona, v/v) foi
adicionado. Os testes foram dindmicos, sendo as solucGes-teste renovadas diariamente.
A duragéo do experimento foi de sete dias e os organismos foram alimentados e mantidos
sob as mesmas condi¢bes de temperatura, fotoperiodo descritas para o cultivo.
Diariamente, durante os sete dias, os organismos foram observados sob microscépio
estereoscopico, a fim de verificar a sobrevivéncia das fémeas, 0 nimero de ovos e 0
namero de descendentes contados e descartados a cada renovagao.

Para garantir a variabilidade e a reprodutibilidade dos valores de toxicidade
encontrados cinco testes definitivos de toxicidade aguda e trés testes de toxicidade crénica
foram realizados para cada temperatura. Além disso, as variaveis abioticas como o pH,
temperatura da &gua, condutividade elétrica, dureza e concentracdo de oxigénio
dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes de toxicidade aguda e diariamente

nos testes de toxidade cronica.

2.5. Analise dos dados
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Os valores de CEso - 48 h e seus respectivos intervalos de confianca de 95% para
os testes de toxicidade aguda foram calculados por regresséo nédo linear, ajustando-se uma
equacdo logistica aos dados no software Statistica 10.0 (Statsoft Inc., 2011). J& os dados
dos testes de toxicidade cronica foram submetidos & analise de normalidade (teste de Chi-
Quadrado) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, em seguida a andlise de
variancia (ANOVA). Os testes de Tukey e Kruskal-Wallis foram utilizados para verificar
a existéncia de diferencas entre os tratamentos e o controle em dados que seguiram uma
distribuicdo normal. Nos testes estatisticos, diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do software
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).

3. RESULTADOS

3.1. Variaveis abidticas dos testes de toxicidade aguda e crbnica

Durante os testes de toxicidade aguda, os valores de pH das soluc¢des-teste ficaram
dentro do intervalo de 7,0 a 7,5, ndo variando mais que 1,0 unidade por teste. A dureza
da &gua ndo ultrapassou o valor de 48 mg CaCOsg, ficando entre 40,5 e 43,5 mg CaCOs.
Cada temperatura-teste da agua permaneceu estavel nas condicdes estabelecidas (17, 23
e 30°C). O oxigénio dissolvido foi superior a 4,0 mg L™, ficando entre 6,5 e 7,0. A
condutividade elétrica ndo variou mais que 165 ps cm™, seguindo os critérios
estabelecidos pela OECD, 2004; 2008 como pela ABNT NBR 13373, 2017.

Nos testes de toxicidade cronica realizados com o inseticida Clorantraniliprole, os
valores de pH das solucdes-teste ficaram dentro do intervalo de 7,0 a 8,0, ndo variando
mais que 1,0 unidade por teste. A dureza da agua variou de 40 a 44 mg CaCOs. A
temperatura da agua ficou dentro da faixa estabelecida para cada condi¢cdo-teste (17, 23 e
30°C). O oxigénio dissolvido variou de 6,00 a 8,16 mg L. A condutividade elétrica
ficou entre 160 e 165 ps cm™. Assim, todos os testes preencheram os critérios de validade
estabelecidos nas orientacdes fornecidas tanto pela OECD (2004; 2008) como pela ABNT
NBR 13373 (2017).

3.2. Testes de Sensibilidade com o claddcero C. silvestrii
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Os valores de CEsp - 48 h dos testes de sensibilidade com cloreto de sodio (NaCl)
para o claddcero C. silvestrii estavam dentro dos limites inferior e superior da tabela de
controle determinada neste estudo, ou seja, 1,35 a 1,51 g L™! na temperatura de 17°C, 1,33
a 1,59 g L na temperatura de 23°C e 1,35 a 1,53 g L™ na temperatura de 30°C,
mostrando que n&o houve diferenca na sensibilidade com o NaCl e os organismos estavam
saudaveis o suficiente para serem utilizados nos ensaios de acordo com a faixa de
referéncia: 1,00 a 1,83 g L™* para testes com 48 h de exposicio (CASALI-PEREIRA et
al., 2015; TAKENAKA et al., 2007; MACHADO et al., 2009; MANSANO et. al., 2016)
(Figura 1).
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Figura 1. Faixa de sensibilidade de Ceriodaphnia silvestrii (CEsg-48h) a substancia de
referéncia cloreto de sddio com base nos resultados de 14 testes de toxicidade com cloreto
de sodio (NaCl) nas temperaturas testadas 17°C (A), 23°C (B) e 30°C (C). Os limites

superior e inferior correspondendo a intervalos de confianga de 95% respectivamente.

3.3. Testes de toxicidade com efeito combinado de temperaturas e inseticida para o

cladocero C. silvestrii
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No final dos testes de toxicidade aguda e crénica, a sobrevivéncia dos organismos
de C. silvestrii foi de 100%, tanto no controle como também no controle com solvente,
mostrando que ndo houve diferenca significativa (+ 10% de organismos imoveis) entre
os resultados do controle e do controle com solvente (0.01% de acetona), excluindo assim
qualquer possibilidade de interferéncia do solvente nos resultados finais dos testes de
toxicidade aguda e cronica.

Para os testes de toxicidade aguda com efeito combinado de temperaturas (17, 23
e 30°C) com o inseticida Clorantraniliprole (ingrediente ativo com formulagéo padrdo),
os valores de CEsg — 48 h foram calculados separadamente para cada um dos 5 testes
realizados nesse estudo. Os resultados comparativos sdo apresentados na tabela 1, onde é
possivel observar que na maior temperatura testada (30°C), a média de mortalidade
ocorreu em concentragcdes mais baixas quando comparada com a média de mortalidade
das temperaturas mais baixas (17 e 23°C).

Com os dados relativos aos 5 testes de toxicidade aguda também foi possivel
calcular a CE1 - 48 h, que corresponde ao NOEC (Concentragdo de Efeito N&o
Observado) para 0 composto nas temperaturas mais baixas de 17 e 23°C. Ja na
temperatura de 30°C, o valor da NOEC ndo pode ser estimado. O valor médio da CEo -
48 h encontrado para o inseticida Clorantraniliprole foi de 1,47 + 28,70 ug L' na
temperatura de 17°C e 0,85 + 4,05 pg L™ na temperatura de 23°C. Da mesma forma, foi
possivel calcular a CE2 - 48 h, que corresponde ao CEO (Concentracdo de Efeito
Observado) para o composto em todas das temperaturas de teste. O valor médio da CE2g
- 48 h encontrado para o inseticida Clorantraniliprole foi de 1,99 + 21,30 ug L™ na
temperatura de 17°C, 1,82 + 10,33 pug L™ na temperatura de 23°C e 1,10 + 10,89 pg L™

na temperatura de 30°C.
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Tabela 1. Valores de CEsxo - 48 h do padréo Clorantraniliprole combinado com o fator de
estresse nas respectivas temperaturas de 17, 23 e 30°C, e seus respectivos intervalos de

confianca, para o cladocero Ceriodaphnia silvestrii nos testes de toxicidade aguda.

Clorantraniliprole
Temperatura 17°C 23°C 30°C
CEs, (48 h) IC(95%0) |CEso(48h) 1C(95%) |CEs, (48 h) 1C(95%0)
NUmeros de ensaio
1 3,06 2,56 - 3,60 2,94 2,67-3,20 1,82 1,68 - 1,98
2 3,42 3,01-3,83 3,00 2,68-3,32 1,95 1,77 - 2,13
3 3,78 3,33-4,24 2,79 2,40 - 3,19 1,84 1,61-2,05
4 3,15 2,62 - 3,69 2,86 2,68 - 3,04 1,92 1,70-2,13
5 3,38 2,83 -3,93 2,67 251-283 1,75 1,34-217
Meédia pg L™ 3,36 2,85 1,86
Desvio Padrao 0,28 0,12 0,07
Coeficiente de Variacéo (%0) 8,35 4,05 3,86
Faixa de Sensibilidade pg L™ 3,06 - 3,78 2,79 - 3,00 1,75-1,95

Porcentagem de organismos imoveis

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram um aumento na toxicidade
aguda com o aumento gradual das concentragdes testadas, para 0 inseticida
Clorantraniliprole (para 17°C: Kruskal-Wallis, H=36,74; p < 0,001; para 23°C: Kruskal-
Wallis, H=36,62; p< 0,001; para 30°C: Kruskal-Wallis, H=37,17; p <0,001).
Possivelmente, houve um aumento proporcional do gasto energético sofrido pelos
organismos na tentativa de manutencédo da vida (Figura 2). Para as temperaturas de 17°C
e 23°C, até a concentragdo de 1,8 pg L™, menos de 40% dos organismos ficaram imdveis,
enquanto que a partir da concentracéo de 4,0 pug L, em média, 50% estavam imoveis
na temperatura de 17°C e mais de 70% na temperatura de 23°C. Para a temperatura de
30°C, a partir da concentracdo de 1,8 pg L-1, em média, mais de 40% dos organismos
de C. silvestrii ficaram imoveis e a partir da concentragdo de 4,0 pug L-1, em média, mais
de 85% dos organismos ficaram imoveis apds 48h de exposicdo. O teste de toxicidade
aguda demonstrou que a 30°C a porcentagem de organismos imdveis de C.silvetrii foi
maior em concentragcdes mais baixas, comparando com as temperaturas de 17 e 23°C ,

sugerindo maior sensibilidade que nas temperaturas mais baixas ( Figura 2).
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Figura 2. Média das porcentagens (x desvio-padrdo) dos organismos imoveis do

cladocero Ceriodaphnia silvestrii durante os cinco testes de toxicidade aguda nas
diferentes concentracdes testadas do inseticida Clorantraniliprole nas temperaturas de 17,
23e30°C.

Os comprimentos corporeos obtidos para os individuos de C. silvestrii antes da
exposi¢cdo mostraram que 0s organismos tinham o mesmo tamanho para os diferentes
tratamentos e controle (para 17°C: Kruskal-Wallis, H= 2,14; p > 0,05; para 23°C:
Kruskal-Wallis, H=1,28; p > 0,05; para 30°C: Kruskal-Wallis, H= 1,28; p > 0,05).

Apds 7 dias de exposicdo, houve diferencas significativas no comprimento
corporal dos organismos expostos ao inseticida Clorantraniliprole nas temperaturas de
17°C e 30°C para as trés maiores concentragdes testadas (0,07, 0,14 e 0,28 ug L) quando
comparados com o controle (para 17°C: Kruskal-Wallis, H= 61,32; p < 0,001; para 30°C:
Kruskal-Wallis, H= 59,79; p < 0,001). Ja para a temperatura de 23°C, ocorreram
diferencas significativas no comprimento corporal em relacdo ao controle nas duas
maiores concentragdes testadas (0,14 e 0,28 ug L™) (para 23°C: Kruskal-Wallis, H=

46,50; p > 0,001) (Figura 3). Para o comprimento corpéreo, nas temperaturas de 17°C e
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30°C, a maior concentragdo sem qualquer efeito observavel (CENO) foi 0,04 pgL?, e a
menor concentragdo com efeito observavel (CEO) foi de 0,07 pug L™, enquanto que para
a temperatura de 23°C, a maior concentracdo sem qualquer efeito observavel (CENO) foi
0,07 pg L™ e a menor concentragdo com efeito observavel (CEO) foi de 0,14 pg L™
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Figura 3. Comprimento corpéreo médio de Ceriodaphnia silvestrii (mm) antes (A) e
depois (B) da exposicdo ao inseticida Clorantraniliprole nas temperaturas de 17°C, 23°C
e 30°C para as cinco concentracdes testadas nos testes de toxicidade crénica. Os asteriscos
(*) representam diferengas significativas em relagdo ao controle.

Nos experimentos com o inseticida Clorantraniliprole ndo ocorreram diferencas
significativas entre as concentracdes testadas e o controle com relacdo a sobrevivéncia
dos individuos de C. silvestrii para os testes de toxicidade crénica nas temperaturas
testadas respectivamente (para 17°C: Kruskal-Wallis, H= 19,78; p < 0,05; para 23°C:
Kruskal-Wallis, H= 16,93; p < 0,05 e para 30°C: Kruskal-Wallis, H= 17,41; p < 0,05)
(Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia (%) das fémeas de Ceriodaphnia silvestrii apds
7 dias de exposicdo a diferentes concentracdes do inseticida Clorantraniliprole, nas

temperaturas de 17°C, 23°C e 30°C, nos testes de toxicidade cronica (p < 0,05; Teste de
Kruskal-Wallis).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade crénica mostraram que o inseticida
Clorantraniliprole em combinagcdo com a variagdo termal causou efeitos negativos
significativos na reproducédo das fémeas de C. silvestrii.

Para as temperaturas de 17°C e 30°C, uma reducéo significativa no nimero de
ovos por fémea foi observada em todas as concentracGes que variaram entre 0,02 a 0,28
ug L2, respectivamente (para 17°C: Teste de Tukey Fe 203 = 7080,0; p < 0,001 e para
30°C: Teste de Tukey Fes203 = 2893,80; p < 0,001). J& na temperatura de 23°C, a reducéo
significativa foi observada a partir da concentragdo de 0,04 pg L™ (Teste de Kruskal-
Wallis H= 198,55; p < 0,001) (Figura 5).
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Figura 5. NOmero de ovos produzidos por fémea (média + DP) do claddcero
Ceriodaphnia silvestrii quando expostos por 7 dias a varias concentragdes do inseticida
Clorantraniliprole nas temperaturas de 17, 23 e 30°C O asterisco (*) indica valor
significativamente diferente do controle (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001; Teste de
Tukey; p < 0,001).

Para o parametro nimero de neonatas por fémea, uma reducéo significativa foi
observada a partir da concentracdo de 0,04 pg L-1 nas temperaturas de 17 e 30°C (para
17°C: Teste de Kruskal-Wallis H= 190,72; p < 0,001 e para 30°C: Teste de Kruskal-
Wallis H=198,02; p < 0,001). Para a temperatura de 23°C, no entanto, foram observados
efeitos estimulantes (hormesis), com um aumento significativo no nimero de neonatas
por fémea nas concentragdes de 0,04 ug L-1(Teste de Kruskal-Wallis H= 200,79; p <
0,001) (Figura 6).
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Figura 6. NUmero de neonatos produzidos por fémea (média £ DP) do cladécero
Ceriodaphnia silvestrii quando expostos por 7 dias a varias concentracfes do inseticida
Clorantraniliprole nas temperaturas de 17, 23 e 30°C O asterisco (*) indica valor

significativamente diferente do controle (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001).

Para o parametro nimero de ovos, nas temperaturas de 17°C e 30°C, os valores
da Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO) ndo puderam ser estimados e 0s
valores da Concentracgdo de Efeito Observado (CEO) foram, respectivamente, de 0,02 g
L. Para a temperatura de 23°C, o valor de CENO foi de 0,02 ug L e o de CEO foi de
0,04 pg L™, enquanto que para o nimero de neonatas, nas temperaturas de 17°C, 23°C e
30°C, os valores de CENO e CEO foram 0,02 e 0,07 ug L™, respectivamente

4. DISCUSSAO

Em nosso melhor conhecimento, este € o primeiro estudo no qual os efeitos agudos
e cronicos do inseticida Clorantraniliprole sobre o cladocero de dgua doce C. silvestrii é
avaliado em trés temperaturas diferentes.

Os resultados demonstraram que a temperatura tem um efeito significativo na

toxicidade do inseticida Clorantraniliprole para o cladocero tropical C. silvestrii. Esse
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organismo faz parte da cadeia heterotrofica da comunidade plancténica, pertencente ao
clima tropical ou subtropical, sdo consumidores primarios com papel importante no fluxo
de energia e, em conjunto com outros organismos, compdem a producao secundaria e a
ciclagem de nutrientes dos ecossistemas de dgua doce. S&o organismos com um ciclo de
vida curto, o que 0s tornam sensiveis a respostas rapidas aos fatores bidticos e abidticos
de estresse, tais como a temperatura. Sendo assim, sdo considerados bons indicadores e
podem ser utilizados como modelos para estudos das mudancas climaticas globais
(Meirinho, 2016). Em testes de toxicidade com resposta para o clima tropical a
contaminantes, podemos observar que a grande maioria dos estudos de sensibilidade
laboratoriais ainda utilizam com mais frequéncia os claddceros de ambientes temperados
como a Daphnia magna e/ou a Ceriodaphnia dubia, espécie encontrada tanto em
ambiente tropical quanto temperado. Portanto, ao utilizar espécies que ndo sdo nativas,
dificilmente se obtém uma resposta ecoldgica esclarecida e préxima da realidade e do
risco em potencial da substancia-teste do que quando se utiliza uma espécie nativa, esta
reduz restri¢Ges logisticas e evita o risco de introducéo de espécies exoticas (MANSANO
et al., 2016; ROCHA, et al., 2018). Assim, & necessario se pensar na espécie escolhida,
sua distribuicdo geogréfica e o habitat natural como fator determinante de tolerancia em
testes de efeito comparativo entre temperatura e toxicidade de inseticidas.
Comparando-se os valores médios da CEso-48h nos testes de toxicidade aguda
para as trés temperaturas testadas, € possivel observar que na maior temperatura testada
(30°C), amédia de mortalidade ocorreu em concentragdes mais baixas quando comparada
coma média de mortalidade das temperaturas mais baixas (17 e 23°C). Corroborando com
0 Unico estudo encontrado na literatura, para o cladécero Ceriodaphnia dubia, a
toxicidade do inseticida Carbofurano foi dependente da temperatura (ROLDAO, 2014).
Nos testes de toxicidade cronica, foi observado um padrédo do efeito na toxicidade
de Clorantraniliprole diretamente proporcional a temperatura, assim como 0s encontrados
por BAO et al. (2008) diferente dos encontrados nos testes de toxicidade aguda. Os
resultados encontrados no presente estudo foram préximos dos encontrados pelos autores
FLORES et al. (2011); ROLDAO (2014) SAVAGE et al. (2004), para a espécie de
cladécero C. dubia, onde temperaturas inferiores (15°C) reduziram significativamente o
metabolismo e o crescimento populacional quando comparados com os resultados
encontrados para temperaturas mais altas. Estes mesmos autores afirmaram que a
temperatura de 15°C é uma temperatura abaixo da faixa ideal para crescimento
populacional de C. dubia, assim como no presente estudo que encontrou na temperatura
de 17°C uma temperatura inferior a ideal para o crescimento populacional de C. silvestrii.
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Com relacdo a toxicidade cronica, o inseticida Clorantraniliprole apresentou
efeitos na reproducdo dos organismos de C. silvestrii em todas as temperaturas testadas
17, 23 e 30°C. Em comparacdo, o cladocero C. silvestrii apresentou uma maior
sensibilidade nas temperaturas de 17 e 30°C. Esse padrdo pode estar relacionado a
tolerancia intrinseca da espécie escolhida a temperatura de 23°C para concentragdes sub
letais.

Uma reducdo do tamanho corporal foi observada nas duas maiores concentracfes
na temperatura de 23°C (0,14 e 0, 28 pg L) e nas trés ultimas concentracdes para as
temperaturas de 17 e 30°C (0,07; 0,14 e 0,28 pg L), quando comparadas com o controle.
A reducdo do tamanho corporal esta intimamente ligada com a capacidade reprodutiva,
ja que esses organismos necessitam de maior espacamento para acomodar os embrifes
na camara de incubacdo, a ventilacdo precisa ser mais ativa dentro da bolsa embrionéaria
e com adiminui¢do do tamanho do corpo ocorreu a perda de recursos para se aplicar no
desenvolvimento dos embrides, limitando a capacidade reprodutiva (ATKINSON et al.,
2001; DICK et al., 1998; LEE et al., 1998; LURLING et al., 2003; SIBLY; CALOW,
1984; XIE et al., 2000). Outros autores dizem ainda que € necessario que os cladoceros
atinjam um comprimento do corpo minimo para que a producdo de ovos ocorra
normalmente (CUI et al., 2017; de LUCCA et al., 2018; GREEN, 1956; LEBLANC,;
MCLACHLAN, 1999; REGO et al., 2017; Z. MACIEJ GLIWICZ; BOAVIDA, 1996).

O inseticida Clorantraniliprole reduziu significativamente o nimero de ovos e de
descendentes das fémeas de C. silvestrii a partir da concentracdo de 0,02 pg L™ para as
temperaturas de 17 e 30°C. J& para a temperatura de 23°C, houve um retardo da maturacao
reprodutiva a partir de 0,07 pg L. Ja na concentragdo de 0,04 pg L™, foi observado um
efeito de hormesis para o niUmero de descendentes, quando comparado com o controle.
Thuelher (2017) também relatou hormesis induzida por Clorantraniliprole para insetos
heteropteros Euschistos heros. De acordo com Brand&o (2009), esse retardo na produgédo
de descendentes ocorreu também na populacdo do cladocero tropical Daphnia laevis em
temperatura acima da faixa 6tima pré-estabelecida. O mesmo autor disse que, a longo
prazo, o aumento gradual da temperatura proporcionalmente diminuiria o crescimento
populacional desses claddceros. Outros autores como Khan & Khan (2008) concluiram
que, para a espécies de ambiente temperado como o cladécero D. magna, um aumento de
aproximadamente 6°C na temperatura acelera o metabolismo e, consequentemente,
aumenta o batimento cardiaco que demanda por mais oxigénio, 0 que acarreta um maior
gasto energético, ocasionando uma reducdo do tamanho e massa corporal. O mesmo foi

observado nesse estudo para a espécie C. silvestrii, onde tanto acima como abaixo da
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faixa 6tima (23 a 25°C) tem relacdo importante com o desenvolvimento reprodutivo na
histdria de vida dessa espécie quando se utiliza o fator combinante abidtico junto com o
inseticida Clorantraniliprole.

O inseticida Clorantraniliprole em nosso estudo se mostrou extremamente toxico
guando combinado com a temperatura fora da sua faixa de tolerancia térmica de origem
para organismos tropicais, aumentando muito o fator de risco ecolégico. Por exemplo, o
numero de descendentes foi 50% menor na temperatura de 17°C, quando comparado com
as temperaturas de 23 e 30°C para o claddcero C. silvestrii. Uma hipotese provavel para
explicar a menor toxicidade a 23°C e 30°C pode ser devido o resultado da faixa de
tolerancia térmica para essa espécie e o efeito da temperatura sobre a toxicidade do
inseticida Clorantraniliprole. Assim, a toxicidade de Clorantraniliprole € menor a 23°C
em todos os parametros avaliados, pois se trata de uma temperatura de desempenho para
C. silvestrii, com um aumento diretamente proporcional nos extremos maximo da faixa
de tolerdncia térmica testada (BAO et al., 2008; BOECKMAN; BIDWELL, 2006;
PRATO et al., 2008).

Um outro fator que pode ter contribuido para esse padrdo no resultado da
toxicidade crénica dependente da temperatura é o fato de que a substancia-teste utilizada
nesse estudo se tratar de um principio ativo (Clorantraniliprole). Dessa maneira, 0s
resultados observados nesse estudo sao resultados de um efeito toxico de um componente
dos produtos formulados que levam esse principio ativo. Os produtos comerciais,
geralmente, sdo compostos formulados a partir de um conjunto dessas substancias
quimicas. Dessa forma, o padrdo-resposta dependente da temperatura pode mudar, pois
cada principio ativo pode determinar um efeito diferente. Assim, os testes com produtos
formulados a partir desse principio ativo podem apresentar um padrdo de resposta
completamente diferente do que os que ocorreram com o principio ativo isolado quando
os organismos de C. silvestrii sdo expostos a diferentes temperaturas, ja que a mistura de
diferentes padrdes analiticos pode levar a diferentes formas de interacbes com provavel
efeito pronunciado, resultando em efeitos aditivos, antagdnicos ou sinergéticos. Por ser
considerado um composto novo no mercado, apesar de ja bastante comercializado, é
necessario atentar-se para estudos novos complementares que incorporem a combinacgao
de fatores abidticos de estresse na avaliagdo da toxicidade de organismos aquaticos de
agua doce, colaborando para estratégias de manejo e preservacdo desse ambiente, com

previsdo mais realisticas diante das mudancas climaticas.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou os efeitos toxicos do inseticida Clorantraniliprole
para trés temperaturas (17, 23 e 30°C) sobre o claddcero C. silvestrii. Nossos resultados
indicaram que o inseticida foi altamente toxico para o claddcero em questdo durante a
exposicdo aguda e cronica dentro de uma faixa restrita a pg L™ em todas as temperaturas
testadas. Efeitos negativos foram observados na sobrevivéncia, reproducdo e crescimento
em baixas concentracdes e seu efeito foi potencializado pelas alteracdes das temperaturas
fora da faixa 6tima para a espécie. Para o inseticida Clorantraniliprole, efeitos horméticos
foram observados em concentracfes baixas na temperatura de 23°C. Portanto, as
informacdes obtidas nesse estudo mostram que, mesmo em baixas concentracdes, a
temperatura como fator abiético tem um efeito negativo e potencializador quando
combinado com o inseticida Clorantraniliprole que podem implicar em possiveis riscos
ecoldgicos para 0s ecossistemas aquaticos tropicais.

Novos estudos sdo necessarios para ndo subestimar ou superestimar efeitos como
os estudos moleculares, celulares e testes com novos delineamentos experimental que
podem complementar e auxiliar na compreensdo de como as espécies tropicais reagem

frente as alteragdes climéticas sofridas no decorrer dos séculos.
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CAPITULO 3

ImplicacBes entre diferentes temperaturas no potencial toxico do herbicida

Ametrina na histéria de vida do claddcero de 4gua doce Ceriodaphnia silvestrii.

RESUMO

Nos ultimos anos, a intervencdo das atividades antropicas como as ligadas a
agricultura tem aumentado consideravelmente e no meio ambiente tem causado efeitos
adversos na estrutura e nas funcfes dos ecossistemas aquéticos devido, principalmente,
ao despejo de composto quimicos, como os herbicidas, que tem ganhado destaque pela
parcela de responsabilidade diante do aumento desses desequilibrios. O Brasil tem se
destacado por ser um dos grandes exportadores de produtos quimicos, além de ser
considerado o maior consumidor de agroquimicos do mundo desde o ano de 2008. Como
consequéncia, a contaminagcdo aquatica, principalmente por agrotdxicos, tem causado
efeitos graves de desequilibrios na biota que podem ter seus efeitos potencializados diante
dos cendrios de mudancas climaticas. Assim, foram avaliados, nesse estudo, os efeitos
toxicos agudos e crbnicos do herbicida Ametrina, um dos ingredientes ativos mais
utilizados no combate a ervas daninhas, na relacdo dose-resposta (mg L) e temperatura
(17, 23 e 30°C) para um organismo aquatico tropical de ampla distribuicdo, a
Ceriodaphnia silvestrii. Os testes agudos e cronicos indicaram toxicidade do herbicida
Ametrina em todas as temperaturas testadas. Porém, nas temperaturas extremas (17 e
30°C), no qual o organismo-teste foi aclimatado, os efeitos deletérios nos parametros
avaliados foram significativamente maiores em concentragdes mais baixas do inseticida.
Os testes de toxicidade cronica demonstram uma diminui¢do significativa no
comprimento corporal, na producéo de ovos e no nimero de descendentes na temperatura
mais baixa testada, mostrando que a temperatura tem um efeito significativo na populacéo
de Ceriodaphnia silvestrii. Com base nesses resultados, ressaltamos a importancia da
inclusédo de fatores abioticos nos ensaios de toxicidade com xenobioticos e a utilizagéo de

espécies nativas para avaliacdo de risco ambiental.

Palavras-chave: microcrustaceos, herbicida, ingrediente ativo, temperatura, mudanca

climética
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1. INTRODUCAO

Manter e melhorar a produtividade agricola para suprir a demanda por alimentos e matéria
prima é um dos desafios desse século para a agricultura moderna. Para isso, a utilizacéo
de agrotdxicos € fundamental, pois seu objetivo é ampliar a capacidade de produgédo
agricola. Porém, muitas vezes, nao ocorre um controle no uso desses quimicos, o que leva
a contaminacao e, como consequéncia, aparecem graves problemas de saude publica e
danos aos seres vivos devido a perda da biodiversidade e a contaminagdo do meio
ambiente (CARVALHO, 2006; DAAM; VAN DEN BRINK, 2010).

Seguindo essa tendéncia de expansao, ao longo dos anos, a agricultura mundial
cresceu muito em area cultivada e producdo, acompanhado pelo crescimento no uso de
fertilizantes, técnicas de manejo e uso intensivo de agrotoxicos (ARMAS et al.; 2007).
Mundialmente, a cada ano, é estimado que cerca de 2,5 milhGes de agrotéxicos sejam
lancados no meio ambiente. Desses, 37% correspondem aos herbicidas (VERCRAENE-
EAIRMAL et al., 2010). O Brasil é considerado o maior consumidor de agrotoxicos no
mundo, seguido pelos Estados Unidos (PELAEZ et al., 2013). No Brasil, o estado de Sdo
Paulo é o maior consumidor de agrotdxico, com destaque para a monocultura da cana-de-
acucar de onde provém 11% das vendas de agrotoxicos (ARMAS et al.; 2007), e mais de
50% dos produtos utilizados anualmente no pais sdo herbicidas (IBGE, 2014)

Apesar dos beneficios rentaveis da utilizacdo de agrotoxicos para as monoculturas
de grande importancia econdmica, surgiram algumas preocupacdes quanto aos efeitos
deletérios do seu uso para 0s organismos ndo-alvo, como as plantas, microrganismos,
animais e seres humanos, ja que esses compostos ndo sdo totalmente seletivos e podem
causar diversos efeitos toxicos, representando uma ameaca em potencial aos ecossistemas
(JIANG et al., 2020; SCHREINEMACHERS; TIPRAQSA, 2012). Alguns estudos tém
relatado que apenas 0,1% dos agrotoxicos aplicados nas diversas culturas atingem seu
alvo especifico e, os outros 99,9 % restantes da aplicagdo sdo persistentes no ambiente,
ou seja, com potencial de bioacumulacdo, mantendo-se instavel nos solos, agua
superficiais e subterraneas e no ar (PIMENTEL; LEVITAN, 1986; LOPEZ-PEREZ etal.;
2006; SHARMA et al., 2010). Apds a sua aplicacdo, por ser persistente no meio ambiente,
0s agrotoxicos sdo submetidos a uma série de fatores bidticos e abioticos que podem levar
a degradacdo e ao transporte por deriva, lixiviacdo e escoamento superficial através da
agua, sedimento e solo (WILSON; FOOS, 2006). A combinacdo das condigdes
geograficas e climaticas que sao especificas para cada ecossistema também tem influéncia
direta na toxicidade dos organismos nédo-alvo (MANSANO, 2016).
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Diversas pesquisas referentes a contaminacdo ambiental causada pelo uso de
agrotoxicos sdo relatadas na literatura (HUERTAS et al., 2010; JACOMINI et al., 2009;
MANSANO et al., 2016; MIGUEL, 2020; MOREIRA et al.,2017). Dessa maneira, € claro
0 risco de contaminagdo da &gua no ambiente, principalmente quando as culturas
agricolas que estdo em constante expansdo e em proximidade com os corpos d’agua
(ABHILASH; SINGH, 2009). E sua degradacéo ¢é dependente de fatores abidticos, como
0 pH, a temperatura, umidade, além das propriedades do solo e caracteristicas proprias do
agrotoxico (pka/b, hidrofobicidade) e da comunidade microbiana do solo (VAN EERD et
al., 2014). Consequentemente, os corpos d’agua dessas regides sofrerdo alteragdes no seu
fluxo hidrolégico, com aumento da temperatura, da carga de sedimento depositada e
nutrientes e diminuicdo da taxa de oxigénio dissolvido, devido ao excesso do uso desse
contaminantes, que aumentam o nivel de poluentes como os agrotoxicos (DUDGEON et
al.,2006). Dessa forma, os corpos d’agua doce tropical e subtropical estdo entre os mais
ameacados do planeta (LAURANCE et al., 2014). Consequentemente, esse aumento ou
diminuicdo da temperatura pode levar a mais adaptacdes do sistema agricola que seguirdo
em expansao.

A Ametrina faz parte do grupo de herbicidas pertencentes a classe das s-triazinas.
Ela é bastante utilizada no mundo e frequentemente detectada nas amostras de solos e
agua, com alta resisténcia no meio ambiente e nos organismos (JACOMINI et al., 2009;
LIU etal., 2017). Sua persisténcia, e excelente desempenho dos efeitos seletivos sobre as
ervas daninhas e 0s provaveis danos causados a biota levou essa classe uma série de
pesquisas, tornando a classe das s-triazinas uma das mais estudadas no mundo
(MANDELBAUM et al., 2008). Porém, poucos sdo os estudos classificam o grau de sua
toxicidade com as mudangas climaticas.

O herbicida Ametrina surgiu na década de 50, com aplicacdo em pré e pds
emergéncia agindo no controle de ervas daninhas anuais com folhas estreitas e largas,
encontradas principalmente junto as culturas de cana-de-agtcar, milho, banana e outras
(GAST etal., 1955; RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Esse herbicida tem modo de acdo
rapido, por ser absorvido rapidamente pelas folhas e raizes, transportado pelo xilema,
acumula-se no meristema apical e dessa forma acaba impedindo a fotossintese e outros
processos enzimaticos considerados essenciais a sobrevivéncia da planta (ROBERTS,
1998). Sendo considerado um herbicida bastante utilizado no mundo e o Brasil é
considerado o seu maior consumidor, seguido pela Tailandia, México, Chile e Cuba
(HENRI, 2008). No Brasil, diversas marcas registradas utilizam o Ametrina como
principio ativo em suas demais composi¢des (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Esse
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herbicida é considerado de classe toxicoldgica Il (EPA, 2005), que o classifica como
moderadamente toxico, porém é facilmente adsorvido pelo solo e pode ser medianamente
lixiviado dependendo das caracteristicas quimicas e do teor de matéria organica do solo
(ANDRADE et al., 2010; RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). A meia-vida do herbicida
Ametrina € de 50 a 120 dias em solo e até 200 dias em agua natural, com pH 7,0 e
temperatura variando de 5 a 29°C. O tempo de meia-vida pode ser reduzido com o
aumento da temperatura e acidez e diminuicdo da umidade. E considerado pouco volatil
e mediante sensivel a volatilidade (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

Com a quantidade de informac&o que temos hoje e 0 aumento do uso da terra pelo
sistema agricola em associacdo com o0 uso permanente de herbicidas que levam a
desmatamentos, captacGes de agua e contaminagfes aquaticas que auxiliam para um
aumento das mudancas climaticas, achamos pertinente unir a avaliacdo toxicoldgica de
um organismo n&o-alvo como a C. silvestrii a uma varidvel ambiental, a temperatura, e
um herbicida bastante utilizado no Brasil e outras partes do mundo como o Ametrina.

Para isso, foram realizados testes de toxicidade aguda e crénica como importantes
ferramentas de avaliagdo do comportamento do agente toxico no organismo e fornecer
subsidios para predizer como podem ser os efeitos em niveis hierarquicos maiores
(PIVATO et al., 2014).

Nos ambientes aquaticos, os alvos dos efeitos do herbicida Ametrina sdo
ampliados para invertebrados e vertebrados, como por exemplo, em algas, onde os efeitos
toxicos do herbicida causaram inibic&o fotossintética (WILKINSON et al., 2005). J& para
0 peixe Zebra (Danio rerio), o efeito toxico do herbicida Ametrina induziu méa formacéo
das larvas (LIN et al., 2018) e afetou a sensibilidade das rés tropicais Physalaemus cuvieri
e Hypsiboas pardalis (DAAM et al., 2019). Para o cladocero C. silvestrii, até a presente
data ndo foram encontrados dados na literatura do efeito do herbicida Ametrina, muito
menos em combinacdo com fatores abioticos de estresse e poucos foram os estudos ja
realizados com espécies de claddceros (FARRE et al., 2002; REGO et al., 2017).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito toxico do herbicida Ametrina
sobre um organismo nédo-alvo, o cladécero Ceriodaphnia silvestrii, por meio de testes de
toxicidade aguda e testes de toxicidade cronica combinado a um fator adicional de
estresse, atemperatura. A espécie tropical C. silvestrii € amplamente encontrada em aguas
doces brasileiras e é considerada uma espécie-modelo adequada para analises de
ecotoxicidade devido sua elevada sensibilidade e facil manutencdo em laboratério
(ABREU et al., 2010, RAYMUNDO et al., 2019).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Organismo-teste e condigdes de cultivo

O organismo-teste selecionado para este estudo foi uma espécie nativa e endémica
da de cladocero da regido Neotropical e padronizada pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas, a Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera). Esse
claddcero atua como consumidor primario nas cadeias alimentares aquaticas e se alimenta
por filtracdo de material organico particulado. Esse organismo possui 0,8 a 0,9 mm de
comprimento, corpo ovalado com acentuado sino cervical e com 9 a 12 espinhos anais no
pos-abdomen (FONSECA; ROCHA, 2004), sendo encontrado no Brasil e na Argentina
(ABNT NBR 13373, 2017).

A espécie foi inicialmente coletada do reservatorio do Lobo-Broa, Itirapina (SP)
e mantido a aproximadamente 5 anos em cultivo no Laboratério de Ecotoxicologia do
Departamento de Biologia Evolutiva (DEBE) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(Séo Carlos — SP).

A espécie foi cultivada em agua reconstituida previamente preparada com 1500
mg de CaS04.2H20 (solugdo 1) e 200 mg de KCI, 4800 mg de NaHCO3 e 6100 mg de
MgS04.7H20 (solugdo 2) ambos diluidos em 1 L de agua destilada (ABNT NBR 13373,
2017). Em um recipiente com aeragdo constante, a agua destilada foi acrescida das duas
solucdes especificas (solugdo 1 e 2) a fim de que ela tivesse as seguintes caracteristicas:
pH entre 7,0 e 7,5 e uma dureza total entre 40 e 48 mgCaCOs L™ (ABNT, 2017; ASTM,
2001). Essa espécie foi mantida em béqueres de 2 L, com um maximo de 120 individuos
e alimentados com a alga cloroficea Raphidocelis subcapitata (10° células mL™),
cultivada em meio CHU-12 (MULLETr, 1972) e uma suspensio contendo levedura e ragdo
para peixe preparado a partir da mistura de partes iguais de fermento biologico seco tipo
Fleischmann® e racdo para peixe (Vitormdmio®) foi fornecida como suplemento
alimentar (1 mL L) (ABNT, 2017).

Os béqueres foram recobertos com um filme pléstico para evitar evaporacdao. As
manutengdes das culturas foram realizadas trés vezes por semana, quando eram
renovados a agua e o alimento, sendo uma troca total da 4gua e duas parciais (apenas 50%
da &gua de cultivo foi renovada). Os cultivos de Ceriodaphnia silvestrii foram mantidos
em incubadoras e aclimatados na faixa de teste com temperatura controlada a 17, 23 e

30°C e com fotoperiodo de 12/12 horas de claro/escuro.
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2.2. Substancias e solucdes-estoque

O herbicida Ametrina (CAS n° 834-12-8) com pureza > 98% (padrédo analitico)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O herbicida Ametrina foi diluido em acetona de grau
analitico (CsHeO; LabSynth) e sua solugdo-estoque preparada pela diluicdo de uma
quantidade especifica em agua de cultivo (dgua reconstituida) imediatamente antes dos
testes devido a sua baixa solubilidade em agua que pode chegar até 209 mg L™ a 25°C
(National Center for Biotechnology Information (a), 2021).

As concentragdes nominais do herbicida foram obtidas pela diluigéo da solucdo-

estoque, a qual também foi feita em agua de cultivo (agua reconstituida).

2.3. Testes de sensibilidade com o claddcero Ceriodaphnia silvestrii

Testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio (NaCl)
foram realizados periodicamente para avaliar as condi¢es fisioldgicas dos organismos
cultivados no laboratério e aclimatados nas temperaturas de 17, 23 e 30°C,
consequentemente, garantir a confiabilidade e precisdo dos dados durante os testes de
toxicidade aguda e crénica de acordo com as diretrizes da Associa¢do Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 2017).

Cinco neonatos (6 - 24 h) de idade foram colocados em recipientes de pléstico de
poliestireno de 50 mL, que continham 15 mL de solucéo controle (apenas dgua de cultivo)
e solugdo teste. As concentracOes testes foram testadas em réplicas que variaram de: 0,6
a2,2g L Essas concentragdes foram preparadas por diluicio de uma solugdo-estoque
de 100 g L usando agua reconstituida como diluente. Os claddceros C. silvestrii foram
mantidos nas mesmas condi¢des de cultivo, sem iluminacéo e alimentos durante todo o
periodo de exposi¢do. Apos 48 h de teste, 0 niUmero de organismos imdveis foi contado
para obter valores de CEsp - 48 h. Os organismos foram considerados saudaveis e
adequados para 0 uso nos testes de toxicidade quando os valores de CEso - 48 h estavam
dentro de limites ja pré-estabelecidos (1,0 a 1,83 g L™) para a substancia de referéncia.
(CASALI-PEREIRA et al., 2015). O teste foi considerado valido quando a porcentagem
de organismos imdveis no controle ndo excedeu 10% (ABNT, 2017)

As variaveis pH, temperatura da agua, condutividade elétrica, dureza e

concentracdo de oxigénio dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes.

2.4. Testes de toxicidade aguda e crdnica com efeito combinado da temperatura



111

Os testes de toxicidade aguda e crdnica com o claddcero C. silvestrii sequiram as
diretrizes pré-estabelecidas pela Organizacdo para a Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento (OECD, 2004; 2008) e pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 2017). Testes preliminares foram necessarios para se estabelecer a faixa de
concentracéo utilizada para cada composto nos testes definitivos. Em seguida, testes de
toxicidade aguda foram realizados respeitando a seguinte faixa de concentracdes
nominais de 0,5 a 20 mg L de Ametrina administrado em sua formulagio padrio
adquiridos do sigma Aldrich. Essas concentragdes foram preparadas por diluigdo de uma
solugdo-estoque de 2000 mg L.

De acordo com as pesquisas de Oetken et al (2009), provavelmente as
temperaturas médias globais terdo um aumento de 3°C até o ano de 2100. Assim, n0Ss0s
cultivos foram realizados a 23°C conforme indicado na ABNT (2017) que estabelece uma
faixa 6tima de temperatura entre 23 e 27°C como controle, ou seja, em situa¢do de ndo-
estresse, para testes de toxicidade. De forma a simular uma previsdo de aumento médio
da temperatura das aguas de ambientes tropicais, como um fator de estresse para o
cladécero C. silvestrii, foi determinado 3°C acima do valor méximo estabelecido pela
ABNT (2017) para testes de toxicidade com cladéceros (27°C), ficando em 30°C. Esse
valor ficou 7°C acima da nossa temperatura de controle (23°C). Assim, determinamos
também 6°C abaixo da nossa temperatura de controle. De acordo com nossos estudos
preliminares, essas temperaturas sdo consideradas causadores de estresse para populacoes
de claddceros C. silvestrii. Em combinacdo com o herbicida Ametrina esses efeitos
podem ser ainda mais previsiveis.

Apés testes preliminares, testes definitivos agudos e crénicos foram realizados
com o claddcero C. silvestrii utilizando neonatos de fémeas que ja estavam aclimatadas
nas temperaturas determinadas para os testes combinados com o inseticida (17, 23 e
30°C).

Nos testes de toxicidade aguda, cinco réplicas foram usadas por tratamento. Cada
réplica continha cinco neonatos (6 - 24 h de idade) em um recipiente de polipropileno
atoxico com 15 mL de solugédo-teste ou 15 mL de agua reconstituida (controle). Para o
composto foi necessario adicionar um controle de solvente (agua reconstituida + acetona)
em uma concentragdo nominal de 0,01% de acetona (v/v). Os organismos expostos ndo
foram alimentados no decorrer dos experimentos e foram mantidos em incubadora e no
escuro, como recomendado pela OECD (2004) e ABNT (2017) nas temperaturas de teste
17, 23 e 30°C, respectivamente. Apds as 48 h de exposi¢do, os organismos foram

observados sob microscopio estereoscopico e o nimero de individuos imoveis foi contado



112

e usado para o calculo da concentracdo efetiva mediana (CEso - 48 h) de cada composto
estudado.

Os testes de toxicidade cronica foram realizados utilizando dez réplicas, cada uma
contendo um neonato (6 - 24 h de idade) em 15 mL de solugdo-teste ou 15 mL de &gua
reconstituida (controle). Um controle do solvente (0,01% de acetona, v/v) foi adicionado.
Os testes foram dinamicos, sendo as solucdes-teste renovadas diariamente. A duracdo do
experimento foi de sete dias e os organismos foram alimentados e mantidos sob as
mesmas condi¢fes de temperatura, fotoperiodo descritas para o cultivo. Diariamente,
durante os sete dias, 0s organismos foram observados sob microscopio estereoscépico, a
fim de verificar a sobrevivéncia das fémeas, o numero de ovos e o nimero de
descendentes contados e descartados a cada renovacao.

Para garantir a variabilidade e a reprodutibilidade dos valores de toxicidade
encontrados, cinco testes definitivos de toxicidade aguda e trés testes de toxicidade
crbnica foram realizados para cada temperatura. Além disso, as varidveis abi6ticas como
0 pH, temperatura da agua, condutividade elétrica, dureza e concentracdo de oxigénio
dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes de toxicidade aguda e diariamente
nos testes de toxidade cronica.

2.5. Andlise dos dados

Os valores de CEsp-48 h e seus respectivos intervalos de confianga de 95% para
os testes de toxicidade aguda foram calculados por regressdo néo linear, ajustando-se uma
equacao logistica aos dados no software Statistica 10.0 (Statsoft Inc., 2011). J& os dados
dos testes de toxicidade cronica foram submetidos a analise de normalidade (teste de Chi-
Quadrado) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, em seguida a analise de
variancia (ANOVA). Os testes de Tukey e Kruskal-Wallis foram utilizados para verificar
a existéncia de diferencas entre os tratamentos e o controle em dados que seguiram uma
distribuicdo normal. Nos testes estatisticos, diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do software
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).

3. RESULTADOS

3.1. Variaveis abioticas dos testes de toxicidade aguda e crbnica



113

Durante todos os cinco testes de toxicidade aguda com cada composto em
combinacdo com o fator de estresse temperatura, os valores de pH das solugdes-teste
ficaram dentro do intervalo de 7,0 a 7,5 ndo variando mais que 1,0 unidade por teste. A
dureza da &gua ndo ultrapassou o valor de 48 mg CaCOs, ficando entre 40,0 e 43,0 mg
CaCOs. Cada temperatura de teste da agua permaneceu estavel nas condicdes
estabelecidas (17, 23 e 30°C). O oxigénio dissolvido foi superior a 4,0 mg L, ficando
entre 6,5 e 7,0. A condutividade elétrica ndo variou mais que 165 ps cm™, seguindo os
critérios estabelecidos pela OECD (2004; 2008) como pela ABNT (2017).

Nos trés testes de toxicidade cronica realizados com o herbicida Ametrina, 0s
valores de pH das solucdes-teste ficaram dentro do intervalo de 7,0 a 8,0, ndo variando
mais que 1,0 unidade por teste. A dureza da agua variou de 40 a 44 mg CaCOs. A
temperatura da agua ficou dentro da faixa estabelecida para cada condicdo-teste (17, 23 e
30°C). O oxigénio dissolvido variou de 6,00 a 8,23 mg L. A condutividade elétrica
ficou entre 160 e 165 s cm™. Assim, todos os testes preencheram os critérios de validade
estabelecidos nas orientacdes fornecidas tanto pela OECD (2004; 2008) como pela ABNT
(2017).

3.2. Testes de Sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio

Os valores de CEsg-48 h dos testes de sensibilidade com o cloreto de sodio (NaCl)
para o claddcero C. silvestrii estavam dentro dos limites inferior (LI) e superior (LS) da
tabela de controle determinada neste estudo, ou seja, 1,64 a 1,29 g L™ na temperatura de
17°C; 1,37 a 1,67 g L na temperatura de 23°C e 1,32 a 1,76 g L na temperatura de
30°C, mostrando que os organismos eram saudaveis o suficiente para serem utilizados
nos ensaios de acordo com a faixa de referéncia: 1,00 a 1,83 g L™ para testes com 48 h de
exposicdo (CASALI-PEREIRA et al., 2015; TAKENAKA et al., 2007; MACHADO et
al., 2009; MANSANO et. al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Faixa de sensibilidade de Ceriodaphinia silvestrii (CEso-48h) a substancia de
referéncia Cloreto de Sddio (NaCl) com base nos resultados de 14 testes de toxicidade
nas temperaturas testadas 17°C (A), 23°C (B) e 30°C (C). Os limites superior e inferior
correspondendo a intervalos de confianga de 95% respectivamente.

3.3. Testes de toxicidade com efeito combinado de temperaturas e herbicida para o
claddcero C. silvestrii

No final dos testes de toxicidade aguda e cronica a sobrevivéncia dos organismos
de C. silvestrii foi de 100% tanto controle como também no controle com solvente,
mostrando que ndo houve diferenca significativa (+ 10% de organismos imoveis) entre
os resultados do controle e do controle com solvente (0,01% de acetona) excluindo
qualquer possibilidade de interferéncia do solvente nos resultados finais dos testes de
toxicidade aguda e cronica.

Para os testes de toxicidade aguda com efeito combinado de temperaturas (17, 23
e 30°C) com o herbicida Ametrina (ingrediente ativo com formulagéo padrdo), os valores
de CEso-48h foram calculados separadamente para cada um dos cinco testes realizados

nesse estudo. Os resultados comparativos sdo apresentados na tabela 1 onde é possivel
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observar que na maior temperatura testada (30°C), a média de mortalidade ocorreu em
concentracfes mais baixas do que quando comparada coma média de mortalidade das
temperaturas mais baixa (17 e 23°C).

Com os dados relativos aos cinco testes de toxicidade aguda também foi possivel
calcular a CE10-48 h, que corresponde ao NOEC (Concentracdo de Efeito N&o Observado)
para 0 composto nas temperaturas mais baixas de 17 e 23°C, ja na temperatura de 30°C
o valor da NOEC néo pode ser estimado. O valor médio da CE10-48 h encontrado para o
herbicida Ametrina foi de 0,21 +128,0 mg L™ na temperatura de 17°C e 2,15 + 39,51 mg
L na temperatura de 23°C. Da mesma forma, foi possivel calcular a CE2-8 h, que
corresponde ao CEO (Concentracao de Efeito Observado) para o composto em todas das
temperaturas de teste. O valor médio da CE2o - 48 h encontrado para o herbicida Ametrina
foi de 1,05 + 10,17 mg L* na temperatura de 17°C, 3,28 + 28,23 mg L™ na temperatura
de 23°C e 0,22 + 122,5 mg L™ na temperatura de 30°C.

Tabela 1. Valores de CEso - 48 h do padrdo Ametrina combinado com o fator de estresse
nas respectivas temperaturas de 17, 23 e 30°C, e seus respectivos intervalos de confianca,

para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii nos testes de toxicidade aguda.

Ametrina
Temperatura 17°C 23°C 30°C
CEg, (48 h)  1C(95%) CEg, (48 h) 1C(95%) |CEsz, (48 h) 1C(95%)
Numeros de ensaio
1 3,75 2,14 -5,36 8,16 7,10-9,24 1,23  0.93-153
2 4,02 2,13-5,91 5,22 3,95 - 6,49 1,38 1.09 - 1.67
3 4,44 2,47 - 6,41 7,21 512-9,31 1,7 1.13-2.21
4 3,60 2,18 -5,02 7,06 4,92 -9,20 1,69 0.93-244
5 3,30 2,07 - 4,52 6,85 4,94 - 8,76 144  0.96-1.91
Meédia pg L™ 3,82 6,90 1,49
Desvio Padréao 0,43 0,95 0,18
Coeficiente de Variagéo (%0) 11,31 13,80 12,26
Faixa de Sensibilidade mg L 3,30-4,44 5,22 -8,16 1,23-1,70

Porcentagem de organismos imdveis

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram um aumento na toxicidade
aguda com o aumento gradual das concentracOes testadas, para o herbicida Ametrina
(para 17°C: KrusKal-Wallis, H=33,39; p < 0,001; para 23°C: KrusKal-Wallis, H=32,86;
p< 0,001; para 30°C: KrusKal-Wallis, H=33,67; p <0,001). Possivelmente, houve um

aumento proporcional do gasto energético sofrido pelos organismos na tentativa de
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manutencdo da vida (Figura 2). Para as temperaturas de 17°C e 23°C, até a concentracdo
de 5 mg L, mais de 40% dos organismos ficaram imoveis. Na temperatura de 17°C, a
partir da concentragéo de 10,0 mg L™, em média, 80% estavam imdveis, enquanto que na
temperatura de 23 °C, em média 80% estavam iméveis na concentracdo de 15 mg L™.
Para a temperatura de 30°C, a partir da concentracdo de 1,0 mg L, em média, 50% dos
organismos de C. silvestrii ficaram imdveis e a partir da concentracéo de 10,0 mg L™, em
média, mais de 90% dos organismos ficaram imoveis apds 48h de exposicdo. O teste de
toxicidade aguda demonstrou que a 30°C a porcentagem de organismos imdveis de C.
silvestrii foi maior em concentragfes mais baixas, comparando com as temperaturas de
17 e 23°C, sugerindo maior sensibilidade que nas temperaturas mais baixas testadas
(Figura 2).
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Figura 2. Média das porcentagens (x desvio-padrdo) dos organismos imoveis do
cladocero Ceriodaphnia silvestrii durante os trés testes de toxicidade aguda nas diferentes
concentrages testadas do herbicida Ametrina nas temperaturas de 17, 23 e 30° C.

*= diferengas significativas em relagdo ao controle
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Os comprimentos corporeos obtidos para os individuos de C. silvestrii antes da
exposicdo mostraram que 0s organismos tinham o mesmo tamanho para os diferentes
tratamentos e controle (para 17°C: Kruskal-Wallis, H= 2,14; p > 0,05; para 23°C:
Kruskal-Wallis, H= 53,76; p < 0,05; para 30°C: Kruskal-Wallis, H=2,14; p > 0,05).

Apo6s 7 dias de exposi¢do, houve diferengas significativas no comprimento
corporal dos organismos expostos ao herbicida Ametrina, em todas as temperaturas de
testadas quando comparados com o controle respectivamente, (para 17°C: Kruskal-
Wallis, H=59,46; p > 0,05; para 23°C: Kruskal-Wallis, H=52,16; p < 0,001 para 30°C:
Kruskal-Wallis, H= 58,85; p < 0,001) (Figura 3). Para o comprimento corpéreo, nas
temperaturas de 17°, 23° e 30°C, a maior concentracdo sem qualquer efeito observavel

(CENO) foi 0,02 mg L e a menor concentragio com efeito observavel (CEO) foi de 0,04

mg L.
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Figura 3. Comprimento corpéreo médio de Ceriodaphnia silvestrii (mm) antes (A) e
depois (B) da exposicdo ao herbicida Ametrina nas temperaturas de 17°C, 23°C e 30°C
para as cinco concentragdes testadas nos testes de toxicidade cronica. Os asteriscos (*)

representam diferencas significativas em relagéo ao controle.

Nos experimentos com o herbicida Ametrina, ndo ocorreram diferenga
significativa entre a Gltima concentracéo testada e o controle com relagdo a sobrevivéncia
dos individuos de C. silvestrii para os testes de toxicidade crénica nas temperaturas

testadas respectivamente (para 17°C: Kruskal-Wallis, H= 19,89; p < 0,01; para 23°C:
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Kruskal-Wallis, H= 12,63; p < 0,05 e para 30°C: Kruskal-Wallis, H= 16,51; p = 0,01).
(Figura 4).

120
100
80
9
©
‘S 60
c
«©
>
E
Qo 40 -
Ke]
(e}
n
20
0 . . . . , , .
I T2 G C+S 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16
[ 23°C - : 4
- 30°C Concentragdes de Ametrina (mg L")

Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia (%) das fémeas de Ceriodaphnia silvestrii apds
7 dias de exposicdo a diferentes concentragcdes do inseticida Clorantraniliprole, nas
temperaturas de 17°C, 23°C e 30°C, nos testes de toxicidade cronica (Teste de Kruskal-
Wallis).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade cronica mostraram que o herbicida
Ametrina em combinagdo com a variacdo termal fora da faixa de destino causou efeitos
negativos significativos na reproducao das fémeas de C. silvestrii.

Para todas as temperaturas testadas, uma reducdo significativa no niamero de ovos
por fémea foi observada nas concentracbes que variaram entre 0,02 a 0,16 mg L™,
respectivamente (para 17°C: Teste de Kruskal-Wallis H= 201,57; p < 0,001; para 23°C:
Teste de Kruskal-Wallis H=195,38; p< 0,001e para 30°C: Teste de Tukey Fe203=1332,9;
p <0,001). (Figura 5).
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Figura 5. NUmero de ovos produzidos por fémea (média + DP) do claddcero
Ceriodaphnia silvestrii quando expostos por 7 dias a véarias concentracdes do herbicida
Ametrina nas temperaturas de 17, 23 e 30°C O asterisco (*) indica valor
significativamente diferente do controle (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001; Teste de
Tukey; p < 0,001).

Para o parametro nimero de neonatas por fémea, uma reducéo significativa foi
observada desde a menor concentragio testada que foi de 0,01 mg L™ nas temperaturas
de 17 e 30°C (para 17°C: Teste de Tukey Fg 203 = 3096,63; p < 0,001; e para 30°C: Teste
de Kruskal-Wallis H=201,59; p < 0,001). Para a temperatura de 23°C, foi observada uma
reducdo significativa no numero de neonatas por fémea a partir da concentracdo de 0,02
mg L™ (Teste de Kruskal-Wallis H= 198,02; p < 0,001) (Figura 6).
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Figura 6. NUmero de neonatos produzidos por fémea (média = DP) do claddcero
Ceriodaphnia silvestrii quando expostos por 7 dias a varias concentracdes do herbicida
Ametrina nas temperaturas de 17, 23 e 30°C O asterisco (*) indica valor
significativamente diferente do controle (Teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001; Teste de
Tukey; p <0,001).

Para o pardmetro nimero de ovos, em todas as temperaturas testadas, o valor da
Concentragdo de Efeito Ndo Observado (CENO) foi respectivamente 0,01 mg L e o
valores da Concentragdo de Efeito Observado (CEO) foi de 0,02 mg L. Enquanto que
para 0 nimero de neonatas, nas temperaturas de 17° e 30°C, os valores de CENO néo
puderam ser estimados e CEO foi 0,01 mg L™, respectivamente. Ja na temperatura de
23°C, os valores de CENO e CEO foram 0,01 e 0,02 mg L™,

4. DISCUSSAO

A maior parte dos trabalhos que analisam o comportamento de herbicidas diz
respeito aos ambientes aquaticos temperados deixando grande lacunas no conhecimento
de seus efeitos em ambientes com clima tropical (TESOLIN et al., 2014). E, tampouco,

sdo os estudos de toxicidade de herbicidas combinado com estressores abioticos, como a
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temperatura. Esses estudos tornam-se mais relevantes uma vez que no século 20,
principalmente dentre os anos de 1976 e 2000, a temperatura da superficie da Terra
aumentou 0,76°C e diante dos cenéarios globais atuais, até o final desse século, uma nova
ascensdo é esperada, na melhor das perspectivas, em mais 1,8°C (variacdo entre 1,1 a
2,9°C) e, no pior cenario, esse aumento seria de até 4,0°C (variacao entre 2,4 a 6,4°C)
(IPCC, 2007a, 2007b; LEAO, 2000; SCHMIDHUBER; TUBIELLO, 2007). Tais
previsdes das alteracGes meteorologicas poderdo ser sentidas por longos periodos de seca
em areas produtivas e longos periodos de chuvas em ambiente desértico, influenciando
diretamente na producéo agricola e pesca, nos recursos hidricos, no uso da energia e no
cotidiano do ser humano, podendo acelerar processos de extin¢do de inimeras espécies
de plantas e animais (LEAO, 2000).

Nossos estudos demostraram que o herbicida Ametrina acompanhado do estressor
ambiental, a temperatura, potencializou os efeitos adversos agudos e crénicos na espécie
tropical C. silvestrii nas temperaturas médias testadas. Alguns estudos relatam que
projecdes para um aumento da temperatura de rios e mares podem causar na biota
impactos positivos, negativos ou mistos (KIBRIA et al., 2017). J&4 que como 0 aumento
da temperatura proporcionalmente aumenta a volatilizacdo e degradacao de agrotdxicos,
assim aumenta a mobilidade e o transporte de forma global (LAMON et al., 2009).

Ao comparar os valores de toxicidade aguda, C. silvestrii foi mais sensivel nas
temperaturas extremas de 17°C (CEso-48h = 3,82 mg L) e 30°C (CEs0-48h = 1,49 mg L
1, quando comparados com a temperatura 6tima de 23°C (CEso-48h = 6,90 mg L™%). Um
aumento na porcentagem de organismos imdéveis também foi dependente da temperatura,
por exemplo, na temperatura de 17°C, a partir da concentracéo de 10,0 mg L, em média,
80% estavam imoveis, enquanto que na temperatura de 23 °C, em média 80% estavam
imoveis na concentragio de 15 mg L. Para a temperatura de 30°C, a partir da
concentragdo de 1,0 mg L, em média, 50% dos organismos de C. silvestrii ficaram
imoveis e a partir da concentragdo de 10,0 mg L%, em média, mais de 90% dos organismos
ficaram imoveis apos 48h de exposicdo. Esses dados corroboraram com o Unico estudo
encontrado feito por Barroso (2009) para a espécie de ambiente temperado Daphnia
magna com o herbicida Simazina, pertencente ao grupo das triazinas, seguindo um
delineamento experimental semelhante ao desse estudo, onde a CEso-48h foi de 24,9 mg
L a temperatura de 20°C e CEso-48h foi de 12,3 mg L™ na temperatura extrema de 25°C.
Para a imobilidade dos organismos de D. magna, a mesma autora encontrou na
concentragéo de 15 mg L, 40% dos organismos imdveis na temperatura de 20°C e 65%

na temperatura 25°C, sugerindo uma maior toxicidade em temperaturas mais elevadas
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guando comparadas com a temperatura de origem (BARROSO, 2009). Em outro estudo,
utilizando temperaturas de 20°C e 30°C, a toxicidade do herbicida AKB para o claddcero
C. silvestrii foi aumentada, dependente do aumento da temperatura de destino (25°C)
(SILVA, 2017).

Apos sete dias de exposicdo, diferengas significativas no comprimento corporal
dos organismos expostos ao herbicida Ametrina foram observadas em todas as
temperaturas testadas a partir da concentracdo de 0,04 mg L1, quando comparados com
0 controle respectivamente. Aumentos na temperatura e diminui¢cdo do suprimento de
oxigénio podem afetar o crescimento dos peixes, 0 sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia
ja que o oxigénio dissolvido na agua é inversamente relacionado a temperatura (KIBRIA
2014) que pode gerar um déficit energético, pela respiracdo ser mais rapida, ndo
acompanhando a quantidade de alimento ingerido e excrecdo (GOPHEN, 1976). Para a
sobrevivéncia, nos experimentos com o herbicida Ametrina, ndo ocorreram diferenca
significativa entre a Gltima concentracdo testada e o controle dos individuos de C.
silvestrii nas trés temperaturas testadas.

No entanto, 0 mesmo padrdo ocorreu para 0s demais parametros analisados nos
testes de toxicidade cronica na comparacédo do o efeito toxico, que foi dependente da dose
(mg L) e aumentado de acordo com a temperatura testada (17, 23 e 30°C). Ao comparar
as temperaturas extremas para essa espécie, verificou-se uma reducdo maior na
fecundidade (nimero meédio de ovos e neonatas) na temperatura de 17 °C quando
comparado com a temperatura de 30°C, apesar de todas as temperaturas testadas causar
reducdo significativa no nimero de descendentes. Alguns autores que estudaram a
correlacdo de compostos quimicos e temperatura dizem que essa temperatura é fora da
faixa ideal para o crescimento populacional de claddceros tropicais e uma explicacédo
possivel para a reducdo da fertilidade esta na reducdo do metabolismo devido a maior
alocacdo de energia estar no crescimento e ndo na producdo de descendentes, dessa
maneira, nas temperaturas baixas, 0s organismos podem ser maiores porém a
fecundidade média é bastante reduzida (GOPHEN, 1976; GOSS; BUNTING, 1983;
ERWIN et al., 1991; EBERT, 1996; MCKEE; EBERT, 1996; ROLDAO, 2014).
Diferente dos nossos resultados, varios estudos na literatura relatam que a toxicidade e/ou
letalidade de compostos quimicos aumentaram proporcionalmente com o aumento da
temperatura para uma série de organismos estuarinos ou marinhos, como, por exemplo, a
toxicidade do herbicida Ametrina no fitoplancton Dunaliella tertiolecta, com diminuicéo
na taxa de crescimento, densidade celular e no conteldo de amido (DeLorenzo et al.,
2013). J& o estudo de Silva (2017), para estudos de aclimatagdo do cladécero C. silvestrii
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e 0 herbicida AKB mostram uma melhor aptiddo desses organismos em temperaturas altas
(30°C) quando expostos a temperaturas mais baixas com relacdo aos organismos que ja
estavam naquela condigéo.

Assim, apesar de os relatos serem conhecidos da correlagdo entre temperatura e
toxicidade de compostos quimicos, os dados ainda ndo sdo claros e totalmente
esclarecidos para 0os ambientes tropicais. Além disso, pesquisas com novos e diferentes
delineamentos experimentais, por exemplo, utilizando neonatas de fémeas em
temperatura ideal que sdo alocadas a temperaturas extremas precisam ser melhor

estudadas.

5. CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou os efeitos toxicos do herbicida Ametrina para trés
temperaturas (17, 23 e 30°C) sobre o claddcero C. silvestrii. Nossos resultados indicaram
que o herbicida foi altamente toxico durante a exposi¢do aguda e cronica do claddcero
dentro de uma faixa restrita a mg L™ em todas as temperaturas testadas. Efeitos negativos
foram observados na sobrevivéncia, na reproducgdo e no crescimento dos claddceros em
baixas concentracGes, e seus efeitos foram potencializados pelas alteragcbes das
temperaturas fora da faixa 6tima para a espécie. Foi possivel observar que a relacéo entre
toxicidade do herbicida e temperatura ndo seguiu um padréo linear para as temperaturas
extremas e 0 motivo que levou aos seus efeitos deletérios especificos podem ser a relagdo
da amplitude de tolerancia térmica para esses organismos de habitos tropicais. No entanto,
sugerimos que a temperatura mais alta (30°C) pode levar a um efeito protetivo maior e
conservador para a continuidade da espécie. Portanto, as informacdes obtidas nesse
estudo mostram que, mesmo em baixas concentracles, alteracGes climéaticas tém um
efeito negativo e potencializador na relacdo toxicidade e herbicida que podem implicar
em riscos ecoldgicos para 0s ecossistemas aquaticos tropicais.

Apesar dos resultados serem relevantes, eles ndo sdo suficientes. Eles servem de
aporte para a necessidade de novas pesquisas que levem em conta fatores metabdlicos e
fisiologicos da espécie escolhida como mais uma ferramenta de estudos para aclimatagdo
para saber como essas espécies reagem e diferem nas vias de interacdo entre herbicidas e

aquecimento.
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CAPITULO 4

Efeitos da mistura dos agrotoxicos clorantraniliprole e ametrina, em

suas formas padrao, sobre o cladécero Ceriodaphnia silvestrii.

RESUMO

Em ecossistemas aquaticos, 0s organismos estdo expostos concomitantemente a diversos
compostos quimicos. Apesar dessas interacBes quimicas serem bastante conhecidas,
ainda sdo escassos 0s estudos que analisam os efeitos adversos causados pela mistura de
duas ou mais substancias nos ambientes aquaticos dulcicolas. Embora o herbicida
Ametrina e o inseticida Clorantraniliprole sejam considerados muito t6xicos e perigosos
para 0 meio ambiente, 0s mesmos sao bastante comercializados e utilizados em grande
escala nas lavouras, principalmente nos cultivos de cana-de-agucar. Neste estudo, foram
realizados testes de toxicidade aguda e cronica com a Ametrina e o Clorantraniliprole, em
suas formas analiticas padréo, sobre o claddcero tropical Ceriodaphnia silvestrii, a partir
de exposicdes isoladas e em mistura desses pesticidas. Nos testes de toxicidade com 0s
compostos isolados, os valores da CEse-48h para a Ametrina e o Clorantraniliprole foram
7,82 mg L™ e 0,003 mg L, respectivamente. Ja os valores de CEso-8d obtidos nos testes
cronicos para os dois compostos foram 0,042 mg L para o composto Ametrina e 0,0001
mg L para o composto Clorantraniliprole. Nos testes de toxicidade aguda com as
misturas dos ingredientes ativos, os dados se ajustaram ao desvio dependente do nivel da
dose a partir do modelo de Adicdo de Concentracdo (CA), sendo que em baixas doses
ocorreu antagonismo e, em altas doses, ocorreu sinergismo. Ja nos testes de toxicidade
crénica com misturas da Ametrina e Clorantraniliprole, os dados foram melhor ajustados
ao modelo de referéncia da Acdo Independente (IA) e ndo apresentaram desvios
significativos. Assim, nossos resultados indicaram que exposi¢des agudas aos compostos
testados nas misturas, podem interagir e causar respostas toxicas diferentes dos testes
isolados. Portanto, € necessario que avaliagdes de risco ecoldgico para a mistura desses
agrotdxicos, particularmente para organismos nao-alvo de ecossistemas tropicais, sejam

consideradas e estudadas em profundidade.

Palavras-chave: Pesticidas; misturas toxicas; claddcero; sinergismo; antagonismo
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1. INTRODUCAO

Os agrotoxicos surgiram com a finalidade de protecdo dos cultivos agricolas
contra insetos, doengas e ervas daninhas. O uso excessivo dessas substancias toxicas e
seu descarte frequentemente incorreto elevam os riscos de contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas e, por conseguinte, 0s impactos negativos aos organismos
terrestres e aquaticos sdo cada vez mais perceptiveis (GRIFFERO et al., 2019;
SPADOTTO et al., 2004; MARTINOU E STAVRINIDES, 2015; MANSANO et al.,
2016; ZHANG et al., 2012). Mesmo em baixas concentracGes, esses compostos quimicos
sdo prejudiciais a biota, por serem persistentes e, muitas vezes, a curto prazo provocarem
efeitos adversos ainda desconhecidos ou agirem no sistema enddcrino causando
alteragdes graves de estrutura e funcdo dos organismos vivos (SCOGNAMIGLIO et al.,
2016; SODRE et al., 2010; MATTHIESSEN et al., 2017; DECOURTEN et al., 2019).
Uma vez que esses compostos quimicos dificilmente sdo lancados isoladamente nos
ecossistemas, na maioria das vezes, sdo encontrados de maneira combinada com a
denominacdo de misturas toxicas (BIZARRO et al., 2016; CHOUNG et al., 2013; SHAO
etal., 2019).

Para 0s compostos quimicos dispersos na agua e que interagem com 0S
organismos vivos, podemos distinguir dois processos, quais sejam a toxicodinamica
(onde os compostos quimicos agem em nivel celular, ou seja, no receptor, 6rgéo ou alvo
celular) e a toxicocinética (onde temos os processos de captacdo, metabolismo,
distribuicdo e excregdo). Com a combinagdo de diferentes compostos presentes nos
ambientes aquaticos, € provavel que ocorram interagcdes quimicas inesperadas, capazes
de potencializar e modificar a estrutura e a natureza do efeito toxico de cada composto
isolado. Essas interacOes podem resultar em efeitos totais sobre o organismo-alvo
denominados antagbnicos, sinérgicos ou aditivos, em relacdo aos efeitos de cada
componente quimico isoladamente (BIZARRO et al., 2016; MANSANO et al., 2016;
ROCHA et al., 2018). Conceitualmente, denomina-se Aditividade quando o efeito de dois
ou mais contaminantes combinados € igual a soma dos efeitos individuais. Sinergismo é
quando o efeito de dois ou mais contaminantes combinados é maior do que a soma dos
efeitos individuais. Antagonismo é quando o efeito de dois ou mais contaminantes
combinados é menor do que a soma dos efeitos individuais. Assim, conhecer as interacdes
dos compostos quimicos presentes nos ecossistemas aquaticos e seus efeitos conjuntos

sobre a biota, proporciona cenarios mais realisticos para avaliacfes de risco ambiental,
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guando comparadas a avaliacdes baseadas em exposic¢es quimicas de maneira individual
(PHYU etal., 2011).

Para explicar o comportamento das misturas toxicas, a ecotoxicologia faz uso de
conceitos preestabelecidos denominados de Concentragdo de Adi¢do (CA) (LOEWE;
MUISCHNEK, 1926) e a Acdo Independente (IA) (BLISS, 1939). No modelo CA, os
compostos quimicos possuem o mesmo modo de acdo e agem sobre o mesmo alvo
bioldgico, gerando respostas proporcionais e comuns a somatéria de suas respectivas
toxicidades (PEREZ et al., 2011; FERREIRA et al., 2008; FREITAS et al., 2014). Ja o
modelo IA, assume que 0s compostos toxicos tém modos de acdo diferentes e Gnicos, sem
interferéncia um no outro, agindo em sitios especificos nos organismos-alvo
(LOUREIRO et al., 2010; FREITAS et al., 2018).

Na literatura, até a presente data, ndo foram encontrados estudos que avaliem os
efeitos simultaneos do inseticida Clorantraniliprole e do herbicida Ametrina para espécies
ndo-alvo em ambientes aquaticos dulcicolas no Brasil e no mundo, apesar desses
agrotoxicos serem comumente encontrados nos corpos d’dgua e no solo
(ALBUQUERQUE et al., 2016; ACAYABA, 2017; CETESB, 2019; JACOMINI et al.,
2009; REBELO; CALDAS, 2014; LIU etal., 2017).

O herbicida Ametrina (N2-ethyl-N4-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-triazine-2,4-
diamine, CO9H17N5S) é pertencente a classe das s-triazinas (Figura 4), uma das classes
mais utilizadas e conhecidas no mundo, provavelmente devido ao seu excelente efeito
seletivo sobre plantas e ervas daninhas (Mandelbaum; Sandowsky; Wackett, 2008).
Fazem parte desse grupo a Ametrina, atrazina, cianazina, prometon e simazina, que agem
no fotossistema Il, inibindo o transporte de elétrons e outros processos enzimaticos
(ANVISA, 2003; Brain et al., 2012; Faust et al., 2001; Roberts e Hutson, 1999). Foi
lancado na década de 50 (Gast; Knusli, Gysin, 1955) para aplicacdo em pré e pos
emergéncia, para controle de ervas daninhas anuais, com folhas de estrutura anatémica
estreitas e largas, associadas a culturas de abacaxi, banana, algoddo, café, cana-de-acgucar,
citros, mandioca, milho, uva, dentre outras (ANVISA, 2003; RODRIGUES; ALMEIDA,
2005).

J& o inseticida Clorantraniliprole é um produto recente no mercado, lancado e
registrado em 2009 no Brasil pela DuPont (Prémio 200 SC, 200 g i.a./L de produto
comercial DuPont do Brasil S.A.) e tem um modo de acdo diferenciado, agindo no
combate da broca da cana-de-agcucar e do café, os quais eram combatidos até
recentemente pelo proibido Endosulfan (CORDOVA et al., 2006; CORREA, 2016).



132

Os inseticidas do grupo quimico das diamidas (Clorantraniliprole, ciantraniprole,
ciclaniliprole e flubendiamida) provocam ativacdo duradoura dos canais de calcio no
reticulo sarcoplasmatico dos musculos esqueléticos. Os canais de célcio sdo ativados
liberando um excesso de ions célcio nos filamentos de proteinas e induzindo a contracdo
muscular do esqueleto (CORDOVA et al., 2006; SATTELLE et al., 2008; CASIDA,
2009; NAUEN; STEINBACH, 2016; RODITAKIS et al., 2017). Consequentemente,
ocorre contracdo gradual do corpo, letargia, paralisia e morte do inseto (CORDOVA et
al., 2006). Assim, esse pesticida atua diretamente nos receptores de rianodina, sem
necessidade de uma proteina acesséria (CORDOVA et al., 2006; WHALON, 2008).

A mistura do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole nos ambientes
aquaticos pode causar efeitos toxicos sobre organismos ndo-alvo, tais como 0s
claddceros, sendo um componente importante das interagdes troficas fitoplancton-
zooplancton-larvas de peixes (DETTMERS; STEIN, 1992). Desta maneira, efeitos de
compostos toxicos sobre os cladéceros podem afetar a cadeia trofica e alterar
significativamente o equilibrio dos ecossistemas aquaticos.

Além dos atributos ecolégicos, os claddceros apresentam baixo custo, facilidade
de cultivo e manutencdo laboratorial, altas taxas de reproducédo e sdo sensiveis a varios
compostos quimicos (CASALI-PEREIRA et al., 2015; NOVELLI et al., 2012),
caracteristicas importantes que os tornam organismos-teste adequados para bioensaios de
toxicidade aguda e cronica. Em relacéo a toxicidade de misturas, raros sdo os estudos que
utilizaram a espécie nativa e endémica Ceriodaphnia silvestrii (MANSANO et al., 2016;
MIGUEL, 2020). Apesar de existirem diversas pesquisas com claddceros na literatura
(FREITAS et al, 2014; PAVLAKI et al 2011; PHYU et al, 2011), nenhum estudo foi
realizado com a espeécie neotropical C. silvestrii como organismo-teste em estudos de
misturas do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos toxicos letais e subletais da
mistura do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole, em suas formas
analiticas padrao, nos claddceros C. silvestrii. Para isso, testes de toxicidade aguda e
crénica foram realizados com a mistura dos ingredientes ativos padrdes e 0s parametros

analisados foram a imobilidade e a reproducéo (fertilidade).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Organismo-teste e condigdes de cultivo
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O organismo-teste selecionado para este estudo foi o claddcero Ceriodaphnia
silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera), espécie nativa e endémica da regido
Neotropical. Esse claddcero atua como consumidor primario nas cadeias alimentares
aquaticas e se alimenta por filtracdo de material organico particulado. Os adultos medem
de 0,8 a 0,9 mm de comprimento, tém corpo ovalado com acentuado sino cervical e com
9 a 12 espinhos anais no pés-abdomen FONSECA; ROCHA, 2004), sendo encontrado
no Brasil e na Argentina (ABNT, 2017).

O método para o cultivo em laboratério dos organismos de C. silvestrii e 0
protocolo padronizado para a sua utilizacdo em testes de toxicidade foram previamente
desenvolvidos pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas ( FONSECA; ROCHA,
2004; ABNT, 2017).

A espécie foi inicialmente coletada do reservatério do Lobo-Broa, Itirapina (SP),
Brasil e mantida por cerca de 5 anos em cultivo no Laboratério de Ecotoxicologia do
Departamento de Biologia Evolutiva (DEBE), da Universidade Federal de Sao Carlos
(Séo Carlos, SP).

Os organismos foram cultivados em agua reconstituida previamente preparada
com 1,5 g de CaS04.2H20 (solugdo 1) e 0,2 g de KCI, 4,8 g de NaHCO3 e 6,1 g de
MgS04.7H20 (solucédo 2), ambas as solugdes diluidas em 1 L de agua destilada (ABNT,
2017). Em um recipiente com aeracao constante, a agua destilada foi acrescida das duas
solucgdes especificas (solugdo 1 e 2) a fim de que ela tivesse as seguintes caracteristicas:
pH entre 7,0 e 7,5 e dureza total entre 40 e 48 mg CaCOs L (ABNT, 2017; ASTM,
2001). Os individuos de C. silvestrii foram mantidos em béqueres de 2 L, com um
méaximo de 120 individuos, alimentados com a alga cloroficea Raphidocelis subcapitata
(10° células mL1), cultivada em meio CHU-12 (MULLER, 1972) e com um suplemento
alimentar (1 mL L) composto por uma suspensdo de leveduras e racdo para peixe
preparada a partir da mistura de partes iguais de fermento biolégico seco (Fleischmann®)
e racdo para peixe (Vitormdémio®) fermentada (ABNT, 2017).

Os béqueres foram recobertos com um filme plastico para evitar evaporacdo do
meio. As manutencdes das culturas foram realizadas trés vezes por semana, quando eram
renovados a dgua e o0 alimento, sendo uma troca total da agua e duas parciais (apenas 50%
da agua de cultivo era renovada). Os cultivos de C. silvestrii foram mantidos em
incubadoras com temperatura controlada a 25°C e com fotoperiodo de 12/12 horas de

claro/escuro.
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2.2. Substancias e solucdes-estoque

Os compostos Ametrina (CAS n° 834-12-8) e Clorantraniliprole (CAS n° 500008-
45-7) com pureza > 98% (padrdo analitico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O
herbicida Ametrina foi diluido em acetona de grau analitico (C3H60; LabSynth) e sua
solugdo-estoque (de 20.000.000 pg L™ para o composto Ametrina e 18.000 pg L™ para o
Clorantraniliprole) preparada pela diluicdo de uma quantidade especifica em agua de
cultivo (dgua reconstituida) imediatamente antes dos testes devido a sua baixa
solubilidade em agua que pode chegar até 209 mg L™ a 25°C (National Center for
Biotechnology Information, 2021a) O inseticida Clorantraniliprole também foi diluido
em acetona de grau analitico (C3H60; LabSynth) devido a baixa solubilidade em agua
que pode chegar até 1,0 mg L™ a 20°C (National Center for Biotechnology Information,
2021b).

As concentracGes nominais de cada composto testado foram obtidas pela diluigédo

da solucdo-estoque, a qual também foi feita em &gua de cultivo (agua reconstituida).

2.3 Testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio

Testes de sensibilidade aguda (48 h) com a substancia de referéncia cloreto de
sodio (NaCl) foram realizados periodicamente para avaliar as condic@es fisioldgicas dos
organismos cultivados no laboratério e, consequentemente, garantir a confiabilidade e
precisdo dos dados durante os testes de toxicidade aguda e cronica, de acordo com as
diretrizes da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2017).

Cinco neonatas (6 a 24 h de idade) foram colocadas em recipientes de plastico de
poliestireno de 50 mL, os quais continham 15 mL de solucdo-controle (apenas agua de
cultivo) e as solugcBes-teste. As concentracdes experimentais foram testadas em réplicas
que variaram de 0,6 a 2,2 g L. Essas concentracdes foram preparadas por diluigdo de
uma solucdo-estoque de 100 g L™, utilizando agua reconstituida como diluente. Os
individuos de C. silvestrii foram mantidos nas mesmas condi¢bes de cultivo, sem
iluminacdo e alimento durante todo o periodo de exposicdo. Apds 48h, o numero de
organismos imoveis foi contado para obter os valores da concentracdo efetiva mediana
(CEsp-48h). Os organismos foram considerados saudaveis e adequados para 0 uso nos
testes de toxicidade quando os valores de CEsp-48 h estavam dentro dos limites ja pré-
estabelecidos (1,0 a 1,83 g L) para essa substancia de referéncia (CASALI-PEREIRA et
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al., 2015). O teste foi considerado véalido quando a porcentagem de organismos imoveis
no controle ndo excedeu 10% (ABNT, 2017)

As varidveis pH, temperatura da agua, condutividade elétrica, dureza e
concentracdo de oxigénio dissolvido foram medidos no inicio e no final dos testes.

2.4. Testes de toxicidade aguda e crénica

Os testes de toxicidade aguda e crdnica com o claddcero C. silvestrii sequiram as
diretrizes pré-estabelecidas pela Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento (OECD, 2004; 2008) e pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 2017). Testes preliminares foram necessarios para se estabelecer a faixas de
concentracOes que seriam utilizadas para cada composto nos testes definitivos. Os testes
de toxicidade aguda foram realizados com as seguintes faixas de concentra¢cdes nominais:
0,5 a 20 mg L de Ametrina e 0,0012 a 0,009 mg L de Clorantraniliprole. Essas
concentracOes foram preparadas por diluicdo a partir das soluc¢des-estoque de 20000 mgL"
! para 0 composto Ametrina e 18 mg L™ para o composto Clorantraniliprole.

Nos testes de toxicidade aguda, cinco réplicas foram utilizadas por tratamento.
Cada réplica continha cinco neonatos (6-24h de idade) em um recipiente de polipropileno
atdxico com 15 mL de solucdo-teste ou 15 mL de agua reconstituida (controle). Para
ambos os compostos, foi necessario adicionar um controle-solvente (dgua reconstituida +
acetona) em uma concentracdo nominal de 0,01% de acetona (v/v). Os organismos
expostos ndo foram alimentados no decorrer dos experimentos e foram mantidos em
incubadora na temperatura constante de 25 £ 1°C e no escuro, como recomendado pela
OECD (2004) e ABNT (2017). Apds 48h de exposicéo, os organismos foram observados
sob microscopio estereoscopico e o numero de individuos imdveis foi contado e usado
para o calculo da CE50-48h de cada composto estudado.

Os testes de toxicidade crénica foram realizados utilizando-se 10 réplicas, cada
uma contendo um neonato (6-24h de idade) em 15 mL de solucdo-teste ou 15 mL de dgua
reconstituida (controle). Um controle-solvente (0,01% de acetona, v/v) foi adicionado.
Os testes foram semi-estaticos, sendo as solucdes-teste renovadas a cada dois dias. A
duracédo do experimento foi de oito dias e os organismos foram alimentados e mantidos
sob as mesmas condicdes de temperatura e fotoperiodo descritas para o cultivo. Durante
0 periodo experimental, os organismos foram observados sob microscépio
estereoscopico, a fim de verificar o nimero de descendentes, 0s quais eram contados e

descartados a cada renovacdo do meio.
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As variaveis abidticas, tais como o pH, a temperatura da dgua, a condutividade
elétrica, a dureza e a concentracdo de oxigénio dissolvido, foram medidas no inicio e no

final dos testes de toxicidade aguda e diariamente nos testes de toxidade cronica.

2.5. Testes de toxicidade das misturas

Os testes de toxicidade aguda e crénica com misturas do herbicida Ametrina e do
inseticida Clorantraniliprole em suas formas analiticas padrdo foram realizados com os
organismos-teste de C. silvestrii de acordo com as diretrizes da OECD (2004, 2008).

Os testes de toxicidade aguda (48 h) foram realizados utilizando 5 réplicas, cada
uma contendo cinco neonatos (6-24 h de idade) em 10 mL de solucdo-teste. Os
organismos ndo foram alimentados no decorrer dos experimentos e foram mantidos em
temperatura controlada de 25 + 1°C e auséncia de luz. Apés o periodo de exposi¢do de
48 h, os organismos foram observados sob microscopio estereoscopico e o nimero de
individuos imoveis foi contado.

Para os testes de toxicidade cronica foram utilizadas dez réplicas, cada uma
contendo um neonato (6-24 h de idade) em 15 mL de solucdo-teste. Os testes foram semi-
estaticos, sendo as solugdes-teste renovadas a cada 2 dias. A duragdo do experimento foi
de 8 dias e os organismos foram alimentados e mantidos sob as mesmas condicgdes de
temperatura, fotoperiodo e meio ja descritas para o cultivo.

Durante o periodo de teste, os cladoceros de C. silvestrii foram observados
diariamente sob microscépio estereoscépico para verificar a sobrevivéncia das fémeas, o
numero de ovos e de descendentes, que foram contados e descartados.

Os experimentos de misturas com o herbicida e o inseticida foram feitos
utilizando-se dados provenientes dos testes de toxicidade aguda e crénica obtidos a partir
dos estudos feitos com exposi¢édo individual dos compostos, como foi apresentado no
capitulo 1.

Os testes de toxicidade aguda e crdnica de misturas incluem simultaneamente um
teste isolado para cada composto e um conjunto de 25 combinagdes de ambos (design
fatorial completo, Figura 1). Os testes com 0s compostos individuais Ametrina e
Clorantraniliprole foram realizados simultaneamente com os testes de mistura, de modo
que as diferencas nas respostas dos organismos devido as variacGes de sensibilidade

pudessem ser controladas e ndo invalidassem a analise.
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Figura 1. Design experimental esquematico para as misturas do herbicida Ametrina e do
inseticida Clorantraniliprole utilizados nos testes de toxicidade aguda (A) e nos testes de

toxicidade cronica (B): design fatorial completo.

2.6. Analise dos dados

Os valores de CEs0-48 h e CEs0-8 d e seus respectivos intervalos de confianca de
95% para os testes de toxicidade aguda e cronica foram calculados por regresséo nao
linear, ajustando-se uma equacdo logistica de trés parametros aos dados no software
SigmaPlot v. 11.0 (SYSTAT, 2008). O mesmo foi feito para os testes de sensibilidade
com a substancia Cloreto de Sodio (NaCl).

Para o teste de toxicidade aguda e crénica com mistura, os dados foram analisados
pelos modelos conceituais da Adicdo de Concentragdo (CA) e da Acdo Independente (1A),
utilizando-se a ferramenta MIXTOX (JONKER et al., 2005). O efeito combinado
esperado, calculado a partir das exposicdes individuais, foi comparado com os dados
observados. As analises comparadas foram estendidas e os trés desvios dos modelos de
referéncia (1. interagdes sinérgicas/antagobnicas - S/A,; 2. desvio dependente da proporgédo
da dose — DR (do inglés Dose Ration-dependent); e 3. desvio dependente do nivel da dose
— DL (do inglés Dose Level-dependent) foram modelados pela adicdo dos parametros a e
b. Em desvios sinérgicos e antagonicos, o parametro “a” (que indica o desvio em baixas
e altas doses) se torna, respectivamente, negativo ou positivo. Para o DR, aléem do
parametro “a”, estd incluso um segundo parametro, o “bDR”, que permite a identificacdo
do papel de cada composto na mistura. Um segundo parametro, além do parametro “a”,

também estd incluso para o DL, o “bDL”, que indica em qual nivel da dose o desvio muda.



138

Na Tabela 1 e em Jonker et al. (2005), encontram-se maiores detalhes dessas funcdes de

desvio. Apo0s ajustar os dados aos desvios e modelos conceituais, foi escolhido o melhor

ajuste pelo método de méxima verossimilhanca e apds identificado o modelo mais

adequado, o padréo de efeitos foi deduzido dos valores dos parametros e o desvio maximo
foi calculado em termos de nivel de efeito (JONKER et al., 2005; FREITAS et al., 2014;

MANSANO et al., 2017).

Tabela 1. Interpretagdo dos parametros adicionais (“a” e “b”) que definem a forma

funcional do padrédo dos desvios a partir da Adicao de Concentracdo (CA) e da Acao
Independente (1A). Adaptado de Jonker et al. (2005).

Parametro "a" (CAe

Desvio Padrao 1A)

Parametro "'b"

Parametro "'b™ (CA) (1A)

Sinergismo / a > 0 - antagonismo

Antagonismo
a <0 - sinergismo

(SIA)
a > 0 - antagonismo,
exceto para aquelas _ ] .
3 ) bi > 0 - antagonismo onde a toxicidade da
proporgdes de misturas _ ) o
mistura é causada principalmente pelo
onde um valor de b ) )
S toxicante i
negativo significativo
Dependente da

indica sinergismo
proporcao da

dose (DR) a <0 - sinergismo,
exceto para aquelas
proporgdes de misturas
onde um valor de b
positivo significativo

indica antagonismo

bi < 0 - sinergismo onde a toxicidade da
mistura é causada principalmente pelo

toxicante i

Dependente do

nivel da dose a > 0 - antagonismo em

(DL) nivel da dose baixo e

bDL > 1 - mudangaem bDL > 2 - mudanca
nivel da dose menor do em nivel da dose

que CE50 menor do que CE50



sinergismo em nivel da

dose alto

bDL =1 - mudanca em
CE50
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bDL = 2 - mudanca
em CES0

a <0 - sinergismo em
nivel da dose baixo e
antagonismo em nivel

da dose alto

0 <bDL <1 - mudanca
em nivel da dose maior
do que CE50

bDL <0 - sem
mudanca, mas a
magnitude do S/A é
dependente do nivel da
dose

1<bDL<2-
mudanga em nivel
da dose maior do
que CE50

bDL <1 - sem
mudanca, mas a
magnitude do S/A é
dependente do nivel
de efeito

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Variaveis abioticas dos testes de toxicidade aguda e crbnica

Nos testes de toxicidade com o cladocero C. silvestrii, os valores de pH das
solucdes-teste ficaram dentro do intervalo de 7,2 a 7,8, ndo variando mais que 1,0 unidade
por teste. A dureza das solucdes-teste variou de 40 a 44 mg CaCOs L e a temperatura
permaneceu estvel a 25°C em todos os testes. A concentracdo de oxigénio dissolvido
variou de 8,0 a 8,5 mg L™ e a condutividade elétrica ficou entre 160,2 e 165,1 uS cm™.
Assim, todos os testes preencheram os critérios de validade estabelecidos nas orientacfes
fornecidas tanto pela OECD (2004, 2008) como pela ABNT (2017).

3.2. Testes de Sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de sédio

Os valores de CEso-48 h dos testes de sensibilidade com cloreto de sddio (NaCl)
para o cladécero C. silvestrii ficaram dentro dos limites inferior e superior da tabela de
controle determinada neste estudo, ou seja, 1,32 a 1,62 g L™, mostrando que o0s
organismos estavam saudaveis o suficiente para serem utilizados nos ensaios de
toxicidade de acordo com a faixa de referéncia de 1,00 a 1,83 g L* obtida para testes com
48 h de exposicdo (TAKENAKA, 2007; MACHADO et al., 2009; CASALI-PEREIRA
et al., 2015; MANSANO et al., 2016; de LUCCA et al., 2018; MIGUEL, 2020;) (Figura
2).
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Figura 2. Faixa de sensibilidade de Ceriodaphnia silvestrii (CEso-48h) a substancia de
referéncia cloreto de sddio, com base nos resultados de 14 testes de toxicidade aguda. Os
limites superior (LS) e inferior (LI) foram de 1,32 e 1,62 g L, respectivamente, com uma
tendéncia central (TC) de 1,47 g L.

3.3. Testes de toxicidade isolados com o cladécero C. silvestrii

No final dos testes de toxicidade aguda e crénica com os compostos isolados, a
sobrevivéncia dos organismos de C. silvestrii foi de 100%, tanto no controle como no
controle com solvente, mostrando que ndo houve diferenca significativa (z 10% de
organismos imoveis) entre os resultados do controle e do controle com solvente (0,01%
de acetona). Assim, exclui-se qualquer possibilidade de interferéncia do solvente nos

resultados dos testes de toxicidade aguda e cronica.

Para os testes de toxicidade aguda isolados, a CEso-48h do herbicida Ametrina e
do inseticida Clorantraniliprole foram 7,82mg L™ e 0,003 mgL™? , respectivamente.
Ja os valores de CEso-8d obtidos nos testes cronicos para o herbicida e o inseticida foram

0,042 para o herbicida Ametrina e 0,0001 para o inseticida Clorantraniliprole.

3.4. Toxicidade dos compostos Ametrina e Clorantraniliprole em mistura
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No presente estudo, ambos os modelos de referéncia, o de Adicdo de
Concentracdo (CA) e o de Acdo Independente (IA), foram utilizados para analisar 0s
resultados da exposicao aguda (48h) e crénica (8 dias) do claddcero C. silvestrii a mistura
do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole.

Com base nos valores obtidos nos testes de toxicidade aguda, ambos os modelos
CA e IA foram validados estatisticamente. Todos os dados e parametros do teste de
significancia obtidos pela ferramenta MIXTOX estdo apresentados na Tabela 2 para
ambos os modelos.

Os dados ajustados ao modelo CA resultaram em um valor SS (soma dos
quadrados dos residuos) de 143,91 com p<0,05 e r?> de 0,76. Ao adicionar o parametro
“a” a0 modelo CA para descrever o desvio S/A, o valor de SS diminuiu para 127,20 (p =
0,00004). Ao se adicionarem os parametros “a” e bpr, para 0 DR, foi observada uma
diminuigdo de SS para 123,86, que ndo foi estatisticamente significativo (p=0,07). J& a
adig@o dos parametros “a” e “bpL” para o DL, foi estatisticamente significativo (p=0,0006
e r? de 0,81) com SS diminuindo para 115,35. As mesmas etapas foram seguidas para o
modelo IA, que alcangou um valor SS de 129,51 com p<0,05 e r? = 0,79. Ao estender o
modelo para descrever o desvio S/A adicionando 0 parametro “a” (para verificar
sinergismo ou antagonismo), SS foi reduzido para 125,91, porém o desvio ndo foi
estatisticamente significante (p>0,05). Os desvios DR e DL também ndo foram
significativos para o modelo IA (p>0,05).

Com base nas analises dos dois modelos, o desvio DL do modelo CA teve o
melhor ajuste, explicando 81% dos dados. Em resumo, ao expor C. silvestrii a mistura de
Ametrina e Clorantraniliprole, a toxicidade aguda dessa mistura foi dependente do nivel
da dose, indicando que em baixas doses ocorre antagonismo, mas em altas doses 0 que se
observa € o sinergismo entre os efeitos dos compostos (a > 0), de modo que a mudanca

de interacdo ocorre em concentrac¢Oes acima da CEso (bpL = 0,34) (Figura 3).
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Tabela 2. Resumo dos parametros e testes de ajuste dos modelos de referéncia Adicéo de

Concentracdo e A¢do Independente aplicados a mobilidade do cladocero Ceriodaphnia

silvestrii exposto & mistura do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole,

durante 48 h.

Modelo CA Modelo IA
CA _SIA DR DL A SSA DR DL
Max 093 090 089 093 093 093 093 093
B amet. 309 483 648 31 258 269 273 295
B chlo. 153 175 165 123 176 17 169 179
ICspamet. 985 10,04 1033  8.65 878 85 843 8093
0,892
ICsochlo. 00062 00051 ~'°° 00045 00052 0,0047 00047 0,0048
A ; 14 089 498 ; 095 054 -0,002
boR/L ; - 089 034 ] ] 08 43958
1238
sS 14391 12720 07 11535 12951 12591 12572 126,77
2 076 079 08 08. 079 079 079 079
2
;eSte XOU 4645 1671 335 1185 4789 361 379 275
Df ] 1 1 1 ] 1 2 2
3.18x10° 00000 0,067 2 45x10° 0,253
POCOUF)  Tor ) L 00006 “TGT 00575 015

CA = modelo de Adicéo de concentracdo; IA = modelo de Acdo Independente; S/A =
desvio Sinergismo ou Antagonismo; DR = desvio Dependente da Proporcao da Dose; DL
= desvio Dependente do Nivel da Dose; max= valor méximo da resposta; § = inclinagao
da curva de resposta aos compostos isolados; CE50 = concentragdo média efetiva; a =
bDR e bDL = pardmetros da funcdo; SS = soma dos quadrados dos residuos; r? =
coeficiente de regressdo; Teste x? ou F = teste estatistico; Df = graus de liberdade; p (x?
ou F) = nivel de significancia do teste estatistico. Os valores foram obtidos pela
ferramenta MIXTOX (JONKER et al., 2005)



0.008 -

0.006

0.004

Chlorantraniliprole (mg L")
P

0.002 o,

0.000

/0'9 0.4
07 / of 03
;

Ametrina (mg L")

20

Chlorantraniliprole {(mg L")

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

143

I

RN
N

0.3

04
—o0s5.
___\0

A
RN\

01

02

\

01
03
02
0.1
04
0.
02
| \

01

\

] 5

10

Ametrina (mg L")

15 20

Figura 3. Isobologramas para os resultados do teste de toxicidade aguda da mistura do

herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole sobre a mobilidade do cladécero

Ceriodaphnia silvestrii apos 48h, seguindo o modelo de referéncia de Adicdo de

Concentracdo com desvio dependente do nivel da dose (A) e o modelo de Acéao

Independente (B).

Para os testes de toxicidade cronica de mistura, as analises foram feitas com base

nos valores relativos medios de neonatas acumuladas por fémea, ap6s 8 dias de exposi¢do

aos compostos. Na ferramenta MIXTOX, apenas o modelo 1A foi significativo. No

entanto, nenhum desvio do modelo de referéncia foi significativo. Todos os dados e

parametros do teste de significAncia obtidos para esse modelo estdo apresentados na

Tabela 3.
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Tabela 3. Resumo dos parametros e testes de ajuste do modelo de referéncia Acéo
Independente (IA) aplicado ao nimero relativo médio de neonatas acumuladas por fémea
do cladécero Ceriodaphnia silvestrii exposto a mistura do herbicida Ametrina e do
inseticida Clorantraniliprole, por 8 dias.

Modelo 1A

1A SIA DR DL
Max 1,00 1,02 1,01 1,00
B amet. 0,99 0,97 1,03 0,99
B chlo. 1,03 1,01 0,95 1,03
CEso amet. 0,047 0,045 0,044 0,047
CEsp chlo. 1,06x10* 1,00x10* 1,05x10* 1,06 x10™
A - 0,18 -0,74 0,00002
bor/oL - - 1,72 2,00
SS 0,0578 0,0574 0,0515 0,0577
r? 0,97 0,97 0,97 0,97
Teste x2 ou F 266,68 0,20 4,15 0,01
Df - 1 2 2
p(ou F) 1,56x102% 0,66 0,13 0,99

IA = modelo de Acdo Independente; S/A = desvio Sinergismo ou Antagonismo; DR =
desvio Dependente da Propor¢do da Dose; DL = desvio Dependente do Nivel da Dose;
max= valor méximo da resposta; B = inclinagdo da curva de resposta aos compostos
isolados; CE50 = concentracdo média efetiva; a = bDR e bDL = parametros da fung&o;
SS = soma dos quadrados dos residuos; r? = coeficiente de regressdo; Teste x2ou F = teste
estatistico; Df = graus de liberdade; p (x> ou F) = nivel de significancia do teste
estatistico. Os valores foram obtidos pela ferramenta MIXTOX (Jonker et al., 2005)

Os dados de toxicidade cronica foram ajustados ao modelo IA e resultaram em um
valor SS de 0,058 com p<0,05 e r? de 0,97. Ao adicionar o parAmetro “a” ao modelo IA
para descrever o desvio S/A, o valor de SS foi praticamente o mesmo (p>0,05), assim
como para a adigdo dos parametros bpr € bpL (p>0,05). Sendo assim, os desvios S/A, DR
e DL nédo foram significativos para o modelo 1A. Em resumo, ao expor C. silvestrii a

mistura do herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole por 8 dias, os resultados
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se ajustaram ao modelo de referéncia sem desvio. Portanto, 0 modelo da mistura que
melhor descreveu a relacdo entre os dois componentes foi a acdo independente (Figura
4),
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Figura 4. Isobolograma para os resultados do teste de toxicidade crénica da mistura do
herbicida Ametrina e do inseticida Clorantraniliprole sobre o nimero relativo médio de
neonatos acumulados por fémea do cladocero Ceriodaphnia silvestrii, apds 8 dias de
exposicdo, seguindo o modelo de referéncia de Acdo Independente (IA). Nenhum dos

desvios foi significante.
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4. DISCUSSAO

A Ametrina é um herbicida que tem um modo de acdo sistémico nas plantas,
inibindo o transporte de elétrons no fotossistema 11 da fotossintese, afetando tal processo.
Como outros herbicidas, também afeta a fotossintese de algas (SANDOVAL-
CARRASCO, 2013; MANSANO et al.,, 2016; SUN et al., 2020), inibindo seu
crescimento e/ou diminuindo o teor de clorofila a (FERNANDEZ-NAVEIRA et al.,
2016; CHIN et al., 2019).

No entanto, organismos que nao realizam fotossintese também podem ser afetados
pelo herbicida Ametrina. Estudos em que espécies ndo-alvo foram expostas a Ametrina
mostraram efeitos endocrinos, alteragdes morfologicas, reprodutivas, de sobrevivéncia e
comportamentais. Um grau moderado de toxicidade aguda da Ametrina foi relatado para
alevinos de tilapia, os quais apresentaram dispneia (com aceleragdo dos movimentos
branquiais e busca da superficie), perda de equilibrio, letargia e aumento da mortalidade.
Também ha registros de que peixes Danio rerio expostos a Ametrina apresentam letargia,
aumento da imobilidade (MOURA et al., 2011), bem como alteracbes no
desenvolvimento embrionario, tais como edema, delay (atraso no desenvolvimento),
atraso na absorcdo do saco vitelinico e deformidade da cauda (TESOLIN et al., 2014).

O inseticida Clorantraniliprole funciona como ativador dos receptores de
rianodina, atuando em sitios de nervos e masculos, onde a molécula do inseticida imita a
acetilcolina e compete com ela. Esta, por sua vez, ndo é degradada, ocorrendo a passagem
descontrolada e continua dos impulsos nervosos. Diversos estudos demonstraram 0s
impactos negativos desse inseticida sobre claddceros e a alta sensibilidade desses
organismos n&o-alvo ao Clorantraniliprole (LAVTIZAR et al., 2015). Daphnia magna,
apos exposicdo aguda ao Clorantraniliprole, apresentou aumento significativo nas
espécies reativas de oxigénio (ROS) e diminuicdo significativa nas atividades de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase - SOD - e glutationa peroxidase - GPx), com
indicacdo de que mesmo niveis baixos dessa diamida podem representar riscos ecoldgicos
para 0s ecossistemas aquaticos (CUI et al., 2017).

No entanto, € dificil predizer os efeitos de misturas pelo modo de acdo de cada
substancia isolada, uma vez que mesmo gque compostos tenham um alvo similar, podem
ter efeitos diferentes quando combinados (ZHAO et al., 2018). Nos ambientes aquaticos,
0s organismos ficam expostos a mistura de diversos contaminantes, 0s quais podem
interagir produzindo efeitos sinérgicos, aditivos ou antagbnicos (ROCHA et al., 2018;
MANSANO et al., 2016; BARATA et al., 2006).
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Embora os compostos utilizados no presente estudo sejam amplamente utilizados,
este € o primeiro trabalho que aborda a toxicidade de misturas de Ametrina e
Clorantraniliprole, particularmente sobre uma espécie neotropical nativa. O uso de
espécies nativas torna a sensibilidade e a avaliacdo do risco potencial dos compostos na
agua ecologicamente mais relevantes (ROCHA et al., 2018; MANSANO et al., 2016). A
auséncia de dados na literatura sobre misturas do herbicida Ametrina e do inseticida
Clorantraniliprole ndo nos permite comparar diretamente nossos resultados com o de
outros autores. Este estudo evidenciou que, em relacdo a toxicidade aguda, tais compostos
em mistura interagem de modo dependente do nivel da dose, apresentando antagonismo
nas concentracfes mais baixas e sinergismo nas maiores concentracdes. Interacdes
semelhantes foram obtidas para a mesma espécie de claddécero (C. silvestrii) exposta a
misturas binarias dos antibiodticos florfenicol e oxitetraciclina (FREITAs et al., 2018) e
dos agrotoxicos diuron e carbofuran (MANSANO et al., 2020). O tipo de interacdo, no
entanto, depende dos compostos e do organismo testado. Choung et al. (2011) avaliaram
a toxicidade da mistura de um herbicida (atrazina) e um inseticida (terbufds) sobre a
imobilidade de Ceriodaphnia dubia, detectando sinergismo (aumento da toxicidade) dos
compostos em mistura. Por outro lado, o estudo realizado por Phyu et al. (2011) avaliando
a toxicidade da mistura do herbicida atrazina e do inseticida permetrina indicaram
diminuicdo da toxicidade crénica (antagonismo) ao cladocero Ceriodaphnia cf. dubia.
Estudos da toxidade de misturas de inseticidas também apontaram para interacdo
sinérgica (entre imidacloprid e tiaclopride) ou antagdnica (entre imidacloprid e
clorpirifés) em exposicdes agudas (imobilizagdo) da espécie Daphnia magna
(LOUREIRO et al., 2010). A concluséo da interacdo de uma mistura obtida para um
organismo-teste ndo pode ser extrapolada para outros organismos (L1U et al., 2013).

No presente estudo, em relacdo a toxicidade cronica da mistura, ao se analisar 0s
efeitos dos ingredientes ativos padrGes sobre o nimero relativo médio de neonatos
acumulados por fémea de C. silvestrii constatou-se que a interacdo de Ametrina e
Clorantraniliprole em mistura levou a aditividade, ou seja, os dados se ajustaram apenas
aos modelos de referéncia de nao interacéo.

Neste estudo, os dados se toxicidade aguda se ajustaram melhor ao modelo CA e
os dados cronicos ao modelo IA. De um ponto de vista tedrico, tem sido frequentemente
argumentado que o modelo de acdo independente (1A) seria 0 modelo de referéncia mais
correto a ser usado para prever o efeito conjunto de misturas de produtos quimicos com
diferentes locais-alvo moleculares. Para testar essa afirmacdo, Cedergreen et al. (2008)

fizeram um estudo de revisdo onde testaram a precisédo de IA e CA para 98 misturas
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binarias de produtos quimicos com diferentes alvos moleculares, principalmente,
pesticidas e produtos farmacéuticos testados em um ou varios organismos-teste (Vibrio
fischeri, microrganismos de lodo ativado, Daphnia magna, Pseudokirchneriella
subcapitata, Lemna minor, Tripleurospermum inodorum, Stellaria). Os autores
concluiram que nenhum modelo pode ser selecionado sobre o outro com base apenas na
precisdo. No entanto, um grande nimero de trabalhos indica que o modelo CA como mais
protetivo para fins regulatorios e de avaliag6es de risco ambiental, fornecendo estimativas
preditivas mesmo para misturas quimicamente diferentes (BELDEN et al., 2007,
KORTENKAMP et al., 2009; BACKHAUS; FAUST, 2012; HASSOLD; BACKHAUS,
2014).

A elevada sensibilidade de C. silvestrii aos compostos testados, aliada a
caracteristicas como a facilidade de cultivo e a reproducéo rapida e partenogenética fazem
dessa espécie de Cladocera um organismo-teste adequado para as andlises realizadas.

Considerando que 0s organismos estdo expostos a diversos compostos quimicos
concomitantemente nos ecossistemas aquaticos, avaliar a toxicidade de misturas é
fundamental para a adequada protecdo da biota aquéatica. Os resultados do presente estudo
demonstraram que, ao analisar o pardmetro mobilidade, o herbicida Ametrina e o
inseticida Clorantraniliprole misturados podem causar toxicidade maior (sinergismo) ou
menor (antagonismo) a C. silvestrii do que quando analisados sozinhos. Assim, estudos
ecotoxicoldgicos e avaliagOes de risco que levem em conta apenas exposic¢des individuais

podem ndo refletir o real impacto desses poluentes nos ecossistemas aquaticos.

5. CONCLUSOES

Os resultados dos efeitos toxicos da mistura dos agrotdxicos Ametrina e
Clorantraniliprole no cladocero C. silvestrii obtidos nesse estudo sdo inéditos até a
presente data. Os resultados mostraram que nos testes de toxicidade aguda, a mistura
desses compostos causa desvios significativos pelo modelo CA apresentando interacdes
sinergicas e antagonicas, alem de interacdes dependentes do nivel da dose. Para os testes
crénicos, os dados obtidos foram ajustados para 0 modelo IA e nenhum desvio foi
significativo. O organismo-teste escolhido para este estudo foi sensivel e exibiu respostas
letais e subletais a toxicidade com misturas. No entanto, sdo necessarios mais estudos
sobre 0 modo de acdo desses compostos em mistura afim de se evitar a sub ou sobre-
estimacao dos efeitos sobre o claddcero C. silvestrii e melhor compreender seus efeitos

em organismos zooplanctonicos tropicais.
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