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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitodidoon e do carbofuran, isolados e
em mistura, sobre as espéciBaphidocelis subcapitataParamecium caudatune
Ceriodaphnia silvestrie realizar uma avaliacdo de risco preliminar deatgotoxicos para
0s corpos d’agua brasileiros. Para isso, testesxaedade aguda e crénica foram realizados
com 0s compostos isolados e em mistura, nas sumadgadrao e comercial. Os resultados
mostraram que, em acao individual, estes agrotéxioibiram significativamente o
crescimento populacional & subcapitata causaram alteracdes fisioldégicas (contetdo de
clorofila a) e morfolégicas (complexidade e tamanho celulas) ¢élulas. Para esta espécie
de alga, a toxicidade dos ingredientes ativosarasds padrdo e comercial ndo apresentaram
diferencas significativas. Para o protozodPiocaudatumos testes de toxicidade aguda
evidenciaram um aumento da mortalidade com o aungottempo de exposicdo aos
compostos selecionados. Além disso, estes agro®xgausaram uma diminuicao
significativa no crescimento populacional, no nimnde geracbes e na biomassaPde
caudatum A toxicidade do diuron padréo e de sua formulag@oercial foi similar para
este protozoario, enquanto que o carbofuran coaldaiimais toxico do que a sua forma
padrdo, sugerindo a ocorréncia de interacdes $tadrgom o0s ingredientes “inertes”.
Diferentemente, para o cladéce&®osilvestrii os testes de toxicidade aguda mostraram que
o produto comercial de diuron foi 7,2 vezes maiscty do que o0 seu ingrediente ativo
padrdo, enquanto que para o carbofuran, o prodmecial foi 1,5 vezes menos toxico do
que o seu ingrediente ativo padrdo. Em relacdxigidade crénica, o herbicida diuron,
tanto na forma padrdo como comercial, causou sféitmméticos sobre a fertilidade das
fémeas deC. silvestrii J& o carbofuran reduziu significativamente a agepcdo deC.
silvestrii em concentragdes a partir de 0,38 [fg A espécie tropicaC. silvestriifoi mais
sensivel a estes agrotéxicos do que clad6cerosmenta utilizados em regides temperadas,
e além disso, para o carbofuran, esta espéciefgianismo-teste mais sensivel ja registrado
na literatura (CE-48h = 0,86 ug ). De acordo com os resultados dos testes de daxiei
das misturas de diuron e carbofuran, exposicOeslaage crénicas sobre todos os
organismos-teste selecionados causaram desvioScsitivos da toxicidade prevista pelos
modelos de referéncia de Adicdo de Concentracdgd® Andependente. Para a aRa
subcapitataos dados evidenciaram a ocorréncia do sinergsnmoistura destes compostos,
principalmente quando o diuron é o produto quindomninante na mistura. ParaRo
caudatum o desvio dependente da propor¢ao da dose (ssnsvgtausado pelo carbofuran
e antagonismo causado pelo diuron) foi observad@xosicdes agudas e desvio para o
antagonismo foi verificado para o crescimento pagohal em concentracdes subletais das
misturas dos compostos padrées. Paasilvestrii, observou-se o0 antagonismo em baixas
doses e o sinergismo em altas doses, prevalecesidergismo nas exposi¢cdes agudas das
misturas dos agrotoxicos padrdes, enquanto queaparoducado foi encontrado o desvio
para 0 antagonismo. As misturas dos produtos caanerde diuron e carbofuran
apresentaram efeitos significativamente difereetesais graves do que as misturas dos
compostos padrdes pardo caudatune acC. silvestrii. Portanto, diuron e carbofuran em
mistura podem interagir e causar respostas toditerentes das previstas para 0s compostos
individuais. De acordo com as concentracdes eraemr nos corpos d’agua brasileiros,
estes compostos podem causar efeitos toxicos slieebodiretos sobre as comunidades de
algas, protozoarios e cladéceros, podendo alterastautura e o funcionamento dos



ecossistemas aquaticos. Na avaliacao de riscarpneali destes agrotdxicos, 0s quocientes
de risco foram maiores do que 1, indicando queumndie o carbofuran representam riscos
ecologicos potenciais para os corpos d’agua bnassleDiante do exposto, conclui-se que

0s agrotoxicos estudados, isolados e em mistutgsacam toxicidade aos organismos

avaliados e representam riscos ecoldgicos potsnpaia 0s ambientes aquaticos, o que
sugere a implantagéo pelas agéncias reguladorasedglas mais restritivas para o uso

destes agrotoxicos, visando uma melhor protecdmotia aquatica.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Raphidocelis subcapitataParamecium caudatum
Ceriodaphnia silvestrjiDiuron Norto¥ 500 SC; Furad&h350 SC



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effe€diwon and carbofuran, isolated
and mixed, ofiRaphidocelis subcapitat®aramecium caudatuandCeriodaphnia silvestrii
and carry out a preliminary risk assessment ofetlpesticides for Brazilian water bodies.
For this, acute and chronic toxicity tests werdgrened with individual compounds and in
combination, in its standard form and commerciatfalations. The results showed that in
individual action, these pesticides significanthhibited theR. subcapitatapopulation
growth and caused physiological (chloroplationtent) and morphological (complexity and
cell size) changes in the cells. For this alga,ttixécity of standard active ingredients and
their commercial formulations showed no significalifferences. For the protozodh
caudatum acute toxicity tests evidenced an increase otathty with increasing exposure
time for the selected compounds. Moreover, thesdqiges caused a significant decrease
in population growth, number of generations andrass ofP. caudatumThe toxicity of
standard diuron and its commercial formulation vgasilar for this protozoan, while
commercial carbofuran was more toxic than its stathdorm, suggesting a synergistic
interaction with “inert” ingredients. In contraity the cladoceraf. silvestrij acute toxicity
tests showed that diuron commercial product wastiih2s more toxic than its standard
active ingredient, whereas for carbofuran, comna¢prioduct was 1.5 times less toxic than
its standard active ingredient. Regarding chrooxacity of diuron herbicide, both standard
and commercial form caused hormetic effects orlifgrof C. silvestriifemale. Carbofuran
significantly reduced the reproduction Gf silvestriiat concentrations from 0.38 ug'L
onwards. The tropical speci€s silvestriiwas more sensitive to these pesticides than
cladocerans commonly used in temperate regions,iraratidition, for carbofuran, this
species was the most sensitive organism alreatgotéEGo-48h = 0,86 g ). According
to the toxicity tests results of diuron and carbafumixtures, acute and chronic exposures
on all selected test organisms caused significamiations from the toxicity predicted by
Concentration Addition and Independent Action refee models. Fd?. subcapitatadata
indicated the occurrence of synergism in the mtfrthese compounds, especially when
diuron is the dominant chemical in combination. Porcaudatumdose ratio dependent
deviation (synergism caused by carbofuran and antagn caused by diuron) was observed
in acute exposure and deviation for antagonism veafied for population growth at
sublethal concentrations of the standard compouomgiires. ForC. silvestrii antagonism
was observed in low doses and synergism at higasd@sedominating synergism in acute
exposures of standard pesticides mixtures, whilke réproduction the deviation for
antagonism was found. The commercial product megwf diuron and carbofuran showed
significantly different effects and more severenthize standard compounds mixturesRor
caudatumandC. silvestrii Therefore, diuron and carbofuran mixture canradgeand cause
toxic responses different from those predictedirfidividual compounds. According to the
concentrations found in water bodies in Brazil,stheeompounds can cause direct and
indirect toxic effects on communities of algae,tppma and cladocerans and may change
the structure and functioning of aquatic ecosystéma preliminary risk assessment of these
pesticides, risk quotients were larger than 1,cating that diuron and carbofuran represent
potential ecological risks to Brazilian water badi&iven the above, it is concluded that the
pesticides studied alone and in combination, cateadity to test organisms and represent
potential ecological risk for aquatic environmemsich suggests the implementation by



the regulatory agencies of more stringent meadorebe use of pesticides to improve the
protection of aquatic biota.

Keywords: Ecotoxicology; Raphidocelis subcapitata Paramecium caudatum
Ceriodaphnia silvestrjiDiuron NortoX 500 SC; Furad&h350 SC
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Estruturacao da tese

Esta tese foi elaborada de forma a facilitar a ipabfio dos resultados e foi
estruturada na forma de capitulos, os quais foealigidos contemplando os itens Resumo,
Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Ds@ois Conclusbes e Referéncias
Bibliograficas, além da insercdo de apéndices, dpanecessarios para fornecer
informacfes mais detalhadas sobre os resultadogxgmsimentos, que foram incluidos
como elementos poés-textuais ao final da tese. Asdém de um capitulo inicial no qual se
contextualizou a pesquisa, discorrendo de formalamsgbre os agrotoxicos (definigcéo,
processos, interacdes, efeitos toxicos), as msstera Ecotoxicologia, foram elaborados
mais cinco capitulos, os quais estdo ordenadosusg@d do periodo de desenvolvimento

das diferentes etapas da pesquisa, conforme aesbatxo:

Capitulo 1 - Efeitos dos agrotoxicos diuron e carliaran em acao individual e
em mistura sobre a microalgaRaphidocelis subcapitata — neste capitulo avaliaram-se os
efeitos dos agrotéxicos diuron e carbofuran e siséurna sobre a microalgaaphidocelis
subcapitata utilizando-se testes de toxicidade cronica comarspostos individuais e em
mistura, analisados por meio da citometria de flsayam avaliadas a taxa de crescimento,
o conteudo de clorofila, a fluorescéncia da clorofitg a complexidade e o tamanho celular,
e nos testes de toxicidade das misturas a varéadisada foi a taxa de crescimento das
algas.

Capitulo 2 — Efeitos dos agrotoxicos diuron e carlioran em suas formas padrao
e comercial sobreParamecium caudatum: o uso de protozodarios em Ecotoxicologia -
neste estudo foi analisado os efeitos dos agraiéxdauron e carbofuran utilizando como
organismo teste o protozoafaramecium caudatun® objetivo foi determinar a faixa de
sensibilidade deste protozoario a uma substanciaefdeéncia, tendo em vista a sua
utilizacao rotineira em testes de laboratorio, emeinacdo da Gl (2, 3, 4 e 6 horas) e os
efeitos crénicos (24 horas) do diuron e do carlaofipadrédo e comercial) sobre as variaveis
crescimento populacional, nimero de geragfes edsisamn



Capitulo 3 - Toxicidade dos agrotoxicos diuron e chofuran ao cladécero
neotropical Ceriodaphnia silvestrii - este capitulo teve o propdsito de verificar a toeide
do carbofuran e do diuron (padrdo e comercial) ladoceroCeriodaphnia silvestrii A
sensibilidade d€. silvestriiaos agrotdxicos selecionados na pesquisa foicalzahtravés
de testes de toxicidade aguda e cronica para detros valores de GE48h e valores de
CENO-8d para a reproducéo. Os parametros avalfadas: imobilidade, sobrevivéncia e
fertilidade.

Capitulo 4 - Efeitos da mistura dos agrotoxicos dnon e carbofuran em suas
formas padrdo e comercial aos invertebrado®aramecium caudatum e Ceriodaphnia
silvestrii - considerando-se os estudos dos dois capitulosaatemo qual foram realizados
testes ecotoxicoldgicos com o0s agrotoxicos indidichente, neste capitulo foi feita a
avaliacdo dos efeitos toxicos letais e subletaismgiura de diuron e carbofuran em suas
formas padrdo e comercial aos organismos-teatamecium caudatura Ceriodaphnia
silvestrii. Osendpointsavaliados para o protozoario foram a mortalidadeceescimento
populacional e para o claddcero foram a imobilidadereproducéo (fertilidade)

Capitulo 5 - Avaliacéo de risco preliminar dos agrtdxicos diuron e carbofuran
para os corpos d'agua brasileiros e distribuicdo daensibilidade das espécieseste
capitulo teve como objetivo realizar uma avaliag@orisco preliminar dos agrotoxicos
diuron e carbofuran para os corpos d’ agua brassiebem como verificar por meio de
modelos matematicos a distribuicdo dos compostlerierados e suas concentracdes
ambientais previstas e comparar a sensibilidaded@smismos-teste por meio de curvas de
distribuicdo da sensibilidade das espécies (SSDs).

Com base nesses cinco capitulos, as conclusdds daréese e as consideracdes

finais foram elaboradas.



Contextualizacao e justificativa da pesquisa

1. Introducéo e justificativa

1.1. Agrotoxicos

Agrotéxicos, defensivos agricolas, praguicidas, tipdas e biocidas sao
denominacdes dadas as substancias quimicas, satwraintéticas, destinadas a matar,
controlar ou combater de algum modo tudo aquiloajaea, lesa ou transmite enfermidade
as plantas, aos animais e ao homem (Zambrone,.198&cordo com a Lei Federal 7.802,
de 11 de julho de 1989, os agrotoxicos sdo proddéssinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento daijmdégricolas, nas pastagens, na
protecao de florestas e de outros ecossistemamleim de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a comg@sida flora ou da fauna, a fim de preserva-
las da ag&o danosa de organismos vivos considenadog®s, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecassiuladores e inibidores de
crescimento (Brasil, 1989).

A histéria dos agrotéxicos no mundo pode ser dilddim trés fases. A primeira fase
compreende o periodo antes de 1870, no qual enfiradibs os produtos naturais, por
exemplo o enxofre na Grécia antiga para contragsragas. A segunda fase foi a era dos
agrotoxicos sintéticos inorganicos, entre os aeos8Y0 a 1945. Os materiais naturais e 0s
compostos inorganicos foram utilizados principalteesiurante este periodo. Na terceira
fase, a partir de 1945, comecaram a ser utilizadoagrotoxicos sintéticos organicos. A
aplicacdo de agrotéxicos, em particular os sirddtis organicos, tem sido uma marca
significativa da civilizacdo humana. Mundialmenjé silhdes de toneladas de agrotoxicos
sao aplicados anualmente no meio ambiente (Zhaalg, @011). O uso de agrotdéxicos em
todo o mundo indica claramente um aumento de adecllS$ 31 bilhdes para US$ 38
bilhGes entre 2005 e 2010 (AGRAR, 2011).

No Brasil, as primeiras unidades produtivas de tagicos datam de meados da
década de 1940. Entretanto, apenas na segundaengetmeénos de 1970 foi constituido o
parque industrial brasileiro de agrotoxicos (TexrRelaez, 2009). Uma série de politicas

incentivaram a implementacdo da chamada “mode@aia agricultura” no Brasil,



processo que resultou em altos custos sociais,eamais e de saude publicalém da
criacao do Sistema Nacional de Crédito Rural (SNE@R)1965 e o Programa Nacional de
Defensivos Agricolas em 1975, que tiverem papetraena expansdao do comércio de
agrotoxicos, isencdes fiscais e tributérias forantedidas pelo governo para compra destes
produtos, como reducéo de ICMS (Imposto sobre Gigéo e Mercadorias e Servicos) em
1997 e isencéo de IPI (Impostos sobre Produtosstridlizados) em 2006 (Londres, 2011).
Neste contexto, a industria e a comercializacégdatdxicos cresceu de forma significativa
e desde 2008 o Brasil passou a ser o0 maior consughédagrotéxicos do mundo (Carneiro
et al., 2015).

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente esdRecursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), as vendas de agrotdxicos esafio Brasil cresceram 194,09% entre
0s anos de 2000 e 2012 (IBAMA, 2013). Em 2013 (dadloda ndo atualizados para 0s anos
de 2014 e 2015), houve um aumento de 3,8% na \@mdagredientes ativos no pais em
relacdo a 2012, alcancando o valor de 495.764 5&laddas vendidas no ano (IBAMA,
2014). De acordo com a classe de uso, os agro®rieis vendidos foram os herbicidas
(61,2%), seguido dos inseticidas (11,5%) e os fudas (10,9%). Do total de produtos
comercializados, a grande maioria € pertencenttaases Il (62,0%) e Il (31,3%) quanto
ao grau de periculosidade, e que correspondemdute® perigosos ao meio ambiente e
produtos muito perigosos ao meio ambiente, respaognte. Ressalta-se ainda que 1% do
total, ou seja, aproximadamente 5 mil toneladasgeediente ativos comercializados no
Brasil, sdo altamente perigosos ao meio ambieB&MIA, 2014).

Os agrotoxicos podem ser classificados com basdifenentes critérios. Quanto a
sua origem, estes produtos podem ser inorganicgosl(pidos a partir de compostos de
mercurio, bario, enxofre e cobre), organicos (pessatomos de carbono em sua estrutura)
ou de origem vegetal, bacteriana e fungica (e.gbiaticos) (Sanches et al., 2003). De
acordo com seu modo de acao, os agrotoxicos poeledivedidos em 21 classes, sendo 0s
maiores grupos formados pelos inseticidas, fungg;ilerbicidas, rodenticidas e fumigantes
(Gavrilescu, 2005).

A toxicidade de um agrotoxico € distribuida em guatlasses que devem ser
indicadas por cores nas embalagens dos produtay geie no Brasil todos os agrotéxicos
devem ser classificados de acordo com seu potendiato (Lei n° 7802/1989,
regulamentada pelo Decreto n® 4074/2002). Considera toxicidade aguda (expressa em

DLsg), as cores indicam a seguinte classificagdo: Mlomgara os produtos de Classe |



(extremamente toxico), amarelo para os de Clagseuito toxico), azul para os de Classe
[l (moderadamente téxico) e verde para os de €IAs§pouco toxico) (EMBRAPA, 2003).

Em relacdo ao potencial de periculosidade ambierdal agrotdéxicos sao
classificados em quatro classes: altamente peri@gasse [); muito perigoso (classe Il);
perigoso (classe Ill) e pouco perigoso (classe Béfa classificacdo baseia-se em varias
caracteristicas dos produtos como, por exemplsigténcia no ambiente, caracteristicas
fisicas e quimicas, bioacumulag&o nos tecidos yieagidade a diferentes organismos e a
capacidade de deslocamento do mesmo no ambie®&MAB2009).

Os agrotoxicos também podem ser classificados quansua persisténcia no
ambiente, sendo classificados em: compostos de cud@ (persisténcia < 5 dias no
ambiente), pouco persistentes (de 5 a 15 dias beeate), moderadamente persistentes (de
16 a 30 dias) e persistentes (> 30 dias no ambi@dgssan, 1997). Esta classificacdo tem
importancia por demonstrar o potencial de contagdioalo composto, ja que determina seu

tempo de disponibilidade aos organismos vivos pteseno ambiente.

1.2.Dindmica dos agrotoxicos no ambiente

O uso continuo e intensivo dos agrotoxicos durageultimas décadas tem
aumentado a preocupacao sobre o comportamentstioaambiental e os efeitos adversos
potenciais sobre 0s organismos néo-alvo destes agioyp (Gerénimo et al., 2014). A
mobilidade e a persisténcia dos agrotoxicos naseatites compartimentos ambientais (ar,
agua, solo, sedimento) depende de uma variedactam@exos processos fisicos, quimicos
e biologicos que ocorrem simultaneamente, incluinei@ngéo (sorgcdo), transporte e
transformacao (Gavrilescu, 2005; Spadotto et @lLpP

Os diferentes compostos utilizados na agricultodem ser distribuidos no ambiente
através de deriva, volatilizacdo, escoamento sigg@re lixiviacdo, sendo encontrados
longe do ponto de aplicacdo (Aparicio et al., 20&3yrilescu, 2005; Sasal et al., 2010).
Assim, uma quantidade significativa dos produtdeagos nas culturas € dissipada para o
ambiente. Segundo Gavrilescu (2005), 45% da queddidie produto aplicada se mantém
na area-alvo e os demais 55% se dissipam no arabient

Além do transporte, os agrotoxicos sofrem uma siienodificacdes durante sua
permanéncia no ambiente. Transformac¢des como detohidrélise, oxidacao-reducéo,

biodegradacéo, complexacao e adsorcao sdo re@w@pbdem transformar os compostos



quimicos em subprodutos com caracteristicas fpidoricas diferentes das do produto
inicial (Costa et al., 2008). Muitas vezes, estetalmlitos sédo ainda mais toxicos para certos
organismos nao-alvo que os compostos originais.

A dindmica dos agrotoxicos é influenciada tambétagpeondicbes ambientais,
como o clima (temperatura, pluviosidade, ventosjomografia do terreno, a atividade
microbioldgica, as propriedades fisicas e quimicasolo (teor de matéria organica e argila,
pH, umidade) e do meio aquético (pH, potencialxdeeducéo, acidos humicos dissolvidos
e particulados em suspenséo) (Brown et al.,, 20@BePe De-Lamonica-Freire, 1999;
Gavrilescu, 2005).

Os agrotéxicos podem alcancar os ambientes agsdaaraliversas rotas (Figura 1),
como, por exemplo, pela aplicagcédo direta para tralende macrofitas e insetos; transporte
através da deriva, lixiviagdo e escoamento superiqartir de &reas agricolas; lancamento
de esgoto municipal e industrial; e pelo descaréelequado de embalagens de produtos
usados (Brock et al., 2006; Silva e Santos, 2dD&)acordo Schulz (2004), o escoamento

superficial € a maior fonte de polui¢do difusa geedxicos nas aguas superficiais.
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Figura 1. Transporte de agrotoxicos no ambiente. Fonte: Adiaptie Gavrilescu (2005).

A entrada dos agrotéxicos no ecossistema aquatarta do uso na agricultura
depende, em grande parte, da dindmica destes ctoamassolo. Se 0 agrotdxico apresenta
alta solubilidade em agua, o mesmo é facilmenteeado pela agua da chuva, através do
escoamento superficial ou infiltra no perfil dogatindo a contaminar aguas subterraneas
por lixiviacdo. Se for insoluvel em dgua, o meserde a ficar aderido ao solo e também
aderido aos materiais organicos e inorganicos o@asastados petanoff (Rieder, 2005).
Assim, as caracteristicas fisico-quimicas desteslupos, como solubilidade em agua,
pressdo de vapor, coeficiente de particdo n-oci@moh (Kow), constante de ionizacdo
acido (pKa), coeficiente de adsorcédo (Koc), conetda lei de Henry e meia vida, sdo fatores
importantes que determinam o transporte e definegrao de lixiviagdo, fugacidade,
capacidade de retencdo a até o potencial de acgéoutdo composto em determinado
compartimento ambiental ou no organismo de sexes\(Deuber, 1992).

Diferencas na distribuicdo dos agrotoxicos podermobservadas entre as regides

tropical e temperada. De acordo com Sanchez-Bayyne (2011), a elevada precipitacao



pluviométrica nos tropicos aumenta a importanciatisa dos processos de escoamento
superficial e lixiviacdo do solo nessas regidegue potencializa o fluxo de particulas e
compostos adsorvidos ou dissolvidos para os cadffmpia. Além disso, fatores como a
gualidade do solo, que afeta a mobilidade dos cetoppe temperaturas mais elevadas, que
aumentam a solubilidade dos produtos em agua e@gdp por organismos nao-alvo,
aumentam os riscos ambientais nas regides trofsaigchez-Bayo e Hyne, 2011).

Apés alcancarem o0s ecossistemas aquéticos, 0s Osdgo® interagem
continuamente com os sedimentos e a coluna de ague possibilita que os organismos
sejam expostos aos compostos toxicos por mais tehp® ambientes aquaticos, estes
compostos podem promover a eliminacdo de organishegficos, a reducdo da
biodiversidade, a selecdo biologica de organismdssejaveis, e alteracfes na dinamica
bioquimica, induzindo a um desequilibrio biol6g{&@hagnon et al., 2015; Hua e Relyea,
2014; Kohler e Triebskorn, 2013). Adicionam-se,dainos efeitos ocasionados a saude
humana como, por exemplo, os neuroldgicos (MeyeoiBat al., 2015; Wesseling et al.,
2002) e mutagénicos (Miligi et al., 2006; Saleeralgt2014) e perda de qualidade da agua
como um recurso para o ser humano (Silva e Sa2@03).

Os efeitos adversos ocasionados pela acdo desteEmioantes nos organismos
aquaticos se propagam pelos demais componentescdssistemas. Esses efeitos podem
provocar modificacdes nas caracteristicas e dirédd@s populacdes (reproducgdo, migracao,
restabelecimento e mortalidade), na estrutura €afurdas comunidades (alteracdo na
diversidade de espécies, modificacdes na relagilapor-presa) e na funcdo do ecossistema
(alteracdes nos processos de respiracao e foessi@no fluxo de nutrientes) (Costa et al.,
2008; Silva et al., 2013).

Portanto, os agrotoxicos podem causar efeitos ascav diferentes niveis de
organizacao biolégica. Em niveis de organizacae taiixos (e.g. respostas moleculares e
celulares, e alteracdes bioquimicas e fisiologjcas)efeitos acontecem de maneira mais
rapida e, por isso, esse tipo de bioindicador éiraportante sinalizador de exposicao a
contaminantes. Em niveis superiores de organiz@gdividuo, populacdo e comunidade),
diversos estudos constataram impactos significatdas agrotoxicos (e.g. Choung et al.,
2013; Mansano et al., 2016; Novelli et al., 2018nBk e Espindola, 2012).



1.3. Misturas toxicas

A maior parte do conhecimento e compreensdo dato®fdos agrotdxicos em
organismos aquaticos baseia-se nos efeitos dosostogpindividuais. No entanto, 0s
organismos aquaticos raramente sao expostos agenes Unico contaminante, mas
frequentemente a misturas de varios agrotoxicosdifarentes concentracdes e propor¢coes
(Faust et al., 2003; Liu et al., 2013). Apesar trurass compostos individuais estarem
presentes no ambiente em concentracdes abaixoldaque causam um efeito visivel nos
organismos, eles podem, no entanto, contribuir pafeito da mistura, provocando danos
mais graves (Kortenkamp et al., 2009; Tang eB@ll3). Portanto, estudos ecotoxicoldgicos
realizados somente com compostos isolados podesstaular o risco dos agrotéxicos para
0 ambiente e para a saude humana.

Alguns modelos tedricos tém sido desenvolvidos ikzados para explicar o
comportamento das misturas quimicas (e.g. Barah, &2006; Cassee et al., 1998; Jonker
et al., 2005). Estes modelos sao baseados emaltuisitos de referéncia, sendo utilizados
para prever a toxicidade da mistura esperada caa bas toxicidades individuais dos
componentes da mistura. Tais conceitos de referéassumem que ndo ha nenhuma
interacdo entre os compostos. O modelo da AdicacCaecentracdo qoncentration
Addition - CA) (Loewe e Muischnek, 1926) assume que 0s ostog individuais com o
mesmo modo de acdo agem sobre o mesmo sistemagibiolde., sobre o0 mesmo alvo
molecular) e contribuem para uma resposta comumpepor¢cdo a suas toxicidades
relativas. Este modelo conceitual € definido comsoma das toxicidades relativas dos
componentes individuais em uma mistura (Ferreira.e2008; Groten, 2000; Loureiro et
al., 2010). O conceito de Adicdo de Concentracate ger descrito matematicamente por
(Berenbaum, 1985):

n

> =1

i=1 ECX, B

onde Gé a concentracdo do quimicaa mistura e EX € a concentracdo de efeito do
guimicoi que produz o mesmo efeito (x%) como a mistura.toda

Alternativamente, o modelo da Acéo Independdnidependent ActionlA) (Bliss,

1939) assume que os compostos individuais afetaangamismos por meio de diferentes
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modos de acao e seus efeitos sédo, portanto, indepEs um do outro durante a exposicéo,
a absorcéo e a acao toxica (Ferreira et al., 2008giro et al., 2010; Olmstead e LeBlanc,

2005). A formula matematica é baseada na probal#idias respostas e é expressa como:

n

Y = Umax , 1CIi(Ci)

1=

onde Y é a resposta biologica, €a concentragdo dos quimicos na mistgréCi) é a
probabilidade de ndo-respostiaax € a resposta do controle paredpointse Il € a funcéo
de multiplicacao.

As misturas quimicas podem ser também compostasupstancias cujos modos de
acao sdo desconhecidos ou ambiguos e, em tais oasnsdelos de CA e IA sédo aplicados
para a predicdo do efeito da mistura (Loureiro let 2010). O modelo de CA é
frequentemente preferido para o proposito de ayadiale risco (Cedergreen et al., 2007),
por ser, em geral, mais conservativo. No entar#o,relatados na literatura exemplos de
casos em que os modelos de Adicdo de Concentragaale Acdo Independente foram
capazes de predizer satisfatoriamente a toxicidadmistura de determinados compostos
quimicos (e.g. Backhaus et al., 2004; Cleuvershb26@ust et al., 2003; Loureiro et al.,
2010).

Em condi¢bes naturais reais, 0S compostos podegmagit uns com 0S outros,
modificando a amplitude e, por vezes, a naturezafdibo toxico. Assim, as diferentes
combina¢cfes de uma mistura podem causar um efsitotmais severo (sinergismo) ou
menos severo (antagonismo) do que aquele calcpklde modelos de CA e IA. Ainda, os
desvios podem ser dependentes do nivel da Base (Level DL) ou da propor¢édo da dose
(Dose Ratio- DR). Em DL pode ser verificado diferentes desvpara altas ou baixas
concentracdes, e em DR pode ser observado desfeosndes a partir da composicao da
mistura (Ferreira et al., 2008; Loureiro et al1@0Ferreira et al., 2010; Freitas et al., 2014).
Tais desvios em relacdo aos modelos de referéondianp ser de natureza fisica, quimica
e/ou biologica e as interacdes podem ocorrer na d&s toxicocinética (processos de
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecaa)aofase de toxicodinamica (efeitos dos
quimicos nos receptores, sitios celulares ou Oyg&tmssee et al., 1998; Ferreira et al.,
2008). Entretanto, os desvios a partir dos mode¢oseferéncia das misturas podem ser
caracterizados utilizando o modelo do MIXTOX (Jangeal., 2005). O modelo MIXTOX
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avalia se e como os dados observados desviamiaduatmodelos de CA e IA e testa se
descricbes significativamente melhores dos dadasereados podem ser alcancadas
utilizando um conjunto de fun¢des de desvio poordeiuma avaliacdo passo a passo. Estas
funcdes permitem uma diferenciagcéo entre o sina@is o antagonismo, juntamente com
os desvios baseados na dependéncia do nivel da& diaspropor¢céo do toxico (Loureiro et
al., 2010; Freitas et al., 2014).

A representacdo grafica de doses isoladas, e erhigagdo, que causam X% de
efeito (e.g. X = 50%, Cdg) de dois compostos € chamada de isobologramaakéqu
representada por isoboles de aditividade, sinemigmantagonismo (Figura 2). No
isobolograma, as doses do composto A sdo représenteas abcissas e as doses do
composto B nas ordenadas, sendo que cada ponéseepas um par de doses que atingem o
CEso quando estdo associados. No isobolograma, esptdvenientes da aplicagao isolada
de cada produto sédo unidos, gerando a isoboleitid@ate ou linha tedrica de aditividade.
Os demais valores de egbbtidos da associagao em diferentes propor¢coeprdositos
podem entdo ser analisados em relacéo a sua pasagéie da isobole de aditividade. Se
esses pontos se posicionarem em torno da isobalditilédade, a acdo é de aditividade; se
estiverem localizados abaixo, a acdo € de sineogsise estiverem localizados acima, a
acao é de antagonismo. De modo geral, isobolear]inéncava e convexa representam nao-
interacdo, sinergismo e antagonismo, respectivan@ruse et al., 2006; Ryall e Tan,
2015).

Composto B

Composto A

Figura 2. Isobolograma mostrando interacdes entre os conpdstoB. A curva 1 indica
aditividade (sem interacdo), a curva 2 sinergisma eurva 3 antagonismo. A linha



12

pontilhada apresenta um exemplo de uma isoboleegaa. Fonte: Modificado de Bell
(2005).

1.4. A ecotoxicologia na avaliacdo ambiental

Diante da contaminacdo dos recursos hidricos pat@gcos e suas misturas, a
ecotoxicologia surge como uma ferramenta necesgaraavaliar a toxicidade destes aos
organismos aquaticos. Por meio da utilizacdo danisgios-teste € possivel a identificacao
de compostos que afetam os sistemas biolégicosiitpeto a avaliagdo do potencial de
risco ambiental de determinados contaminantes &Cetstl.,2008; Zagatto e Bertoletti,
2006). Os ensaios de toxicologia aquatica sdaeeids com a finalidade de regulamentacao
dos limites aceitaveis de contaminacdo ambientahdiogacdo e registro de produtos
guimicos comerciais usados no meio ambiente estesta farmacos, que permitem avaliar
a eficacia e também os efeitos deletérios de teigpostos quimicos (Lombardi, 2004).

Diferentes organismos podem ser utilizados em estadotoxicoldgicos, tais como
bactérias, algas, protozoarios, microcrustacessias, plantas e peixes. Para escolher quais
desses organismos serao utilizados, devem sedeoados diversos fatores como seu valor
ecoldgico e econdmico, sensibilidade frente aawdatenvolvidos no estudo, abundancia,
distribuicdo geografica e ciclo de vida (APHA, 2DdBe acordo com Van den Brink et al.
(2000), diferentes organismos-teste podem respomidermaneiras distintas a um
determinado fator de estresse devido a difereng@msibilidade. Portanto, ndo é possivel
extrapolar o efeito téxico de uma substancia solganismos de determinada espécie para
organismos de outras espécies (Castillo et alQ)2@&sim, € recomendavel avaliar o efeito
de um composto toxico para espécies de diferemtgmpog taxondnicos para que, por meio
do resultado obtido com o organismo mais sensBejh possivel estimar com mais
seguranca o impacto do contaminante no ambientgiaqafetado (Gherardi-Goldstein et
al., 1990).

As algas sdo amplamente recomendadas para serdas wssmo organismos-teste,
pois, como produtores primarios, sdo a base daacatlmentar e qualquer alteracdo na
dindmica de suas populacbes pode afetar os nikdisos superiores do ecossistema
(Rioboo et al., 2007). As vantagens na utilizac@® algas sdo o rapido ciclo de vida, a alta
taxa de crescimento e a facilidade de cultivo euteantédo em laboratorio. As algas podem
ser mais sensiveis a determinados compostos &hjcidas) quando comparados a outros
organismos-teste fornecendo assim, uma melhor aanpéo do risco ambiental (Prado et
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al., 2011; Liu et al., 2013). A espédtaphidocelis subcapitat@orshikov) Hindak, 1990
(anteriormente designada dé&elenastrum capricornutt € Pseudokirchneriella
subcapitaty € uma alga verde unicelular pertencente ao gug® cloroficeas. Esta
microalga ocorre em ambientes oligotroficos a dicwé (Blaise e Vasseur, 2005).

Os protozoarios sdo organismos eucarioticos conmpesiede comunidades
microbianas planctonicas e bentbnicas de ambiawasticos, onde desempenham papéis
fundamentais nos ecossistemas (Fenchel, 1987 &ganismos sao importantes elos nas
cadeias tréficas, onde medeiam o fluxo de substareienergia de um nivel tréfico ao
seguinte (Sherr e Sherr, 1984), e sdo muito séas&venudancas ambientais, sendo,
portanto, bons indicadores de alerta precoce daideticdo de ambientes aquaticos (Logar
e Vodovnik, 2007). Devido a sua alta sensibilidadeibstancias toxicas ambientais, ao seu
curto ciclo de vida, facilidade para cultivo e m@mg&o, os protozoérios tém sido utilizados
em estudos toxicologicos (e.g. Gomiero et al., 2@@&miero e Viarengo, 2014; Lang e
Kohidai, 2012). Os protozoarios mais utilizados experimentos de toxicidade sdo os
ciliados, especialmente os do génketrahymendMortimer et al., 2010; Zhang et al, 2010).
Outro promissor organismo-teste Baramecium caudatumm ciliado encontrado em uma
grande variedade de ambientes de agua doce e taembdrabitats semi-terrestres, lodo ou
solo. Estudos demonstraram gRecaudatumapresenta alta sensibilidade a metais (e.g.
Gong et al., 2014, Kvitek et al., 2009; Madoni, @0@/u et al., 2015) e a alguns agrotoxicos
(Miyoshi et al., 2003).

Os cladoceros, principalmente os dafinideos, s@@anismos-teste amplamente
utilizados em ensaios de avaliacdo da toxicidadéatam (Walker et al., 2001). O uso destes
organismos em testes ecotoxicologicos tem inUmemakagens, incluindo entre elas a sua
ampla distribuicdo em ambientes de 4gua doce; graegldvancia ecolégica nas cadeias
alimentares, atuando como consumidores primaes;rhanuseio e cultivo em laboratorio;
um ciclo de vida relativamente curto, com reprogugdrtenogenética; alta fecundidade e
sensibilidade a uma ampla gama de substanciasat)aatre elas os agrotoxicos (Casali-
Pereira et al.,, 2015; Moreira et al., 2014; Noveliial.,, 2012). Dentre os cladéceros,
Ceriodaphnia silvestriiDaday, 1902 é uma espécie nativa neotropical complaa
distribuicdo geografica na América do Sul, sendmwm em muitos corpos d'agua
brasileiros (Rocha et al., 2011; Santos et al.12@tito et al., 2013; Silva, 2015). Esta
espécie nativa € um organismo-teste padronizado Asdociacdo Brasileira de Normas
Técnicas - NBR 13373 (ABNT, 2005).
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Estudos ecotoxicolégicos utilizando espécies e lagpes fornecem importantes
informacdes ecoldgicas, mas nao podem ser repads@st dos possiveis efeitos de
contaminantes sobre toda uma comunidade ou umigtersa. Dessa forma, para prever 0s
efeitos em escala ambiental, os dados obtidos stestiaboratoriais devem ser conectados
a modelos populacionais (Costa et al., 2008). Asaiassociacdo de mais de um modelo de
estudo contribui para a robustez das analises ataisePara isso, modelos matematicos e
computacionais sdo o6timos exemplos, pois sdo capdeeprever a distribuicdo de
compostos quimicos dentre 0os compartimentos anaiserds possiveis concentragdes
presentes em situacOes reais de campo ou organfeamacdes e calcular indices que
expressem um nivel mais complexo de organizacaomifjiedo interpretacdes mais
realisticas (Plese et al., 2009). Portanto, modelasematicos podem constituir boas
ferramentas que equilibram vantagens das anadibesatoriais com aquelas desenvolvidas
no campo, permitindo a extrapolacdo de dados asnaedssistémicos. Neste sentido,
segundo Rand et al. (1995), andlises estatistiteglelagem matematica tém sido utilizadas
como ferramentas importantes para quantificar dipee os efeitos biolégicos e determinar
sua probabilidade de ocorréncia sobre diferentedicoes ambientais.

1.5. Substancias-teste: diuron e carbofuran

O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia) ifura 3) pertence ao grupo
quimico das feniluréias, € parcialmente polar, inad@avel e apresenta baixa solubilidade
em agua (35,6 mgta 25 °C). De acordo com o grau de toxicidade eylesidade
ambiental, € considerado mediamente toxico (cligsemuito perigoso ao meio ambiente
(classe Il) (Giacomazzi e Cochet, 2004). Emborasente baixa a moderada lixiviabilidade,
este pode contaminar o lencol freatico devido apsols valores de coeficiente de adsorcao
(Koc) que permitem eficiente movimentacéo no peldilsolo (Lapworth e Gooddy, 2006).
Além do transporte para aguas superficiais e sudinteas, a degradacao biotica e abiotica
do diuron também pode ocorrer e neste caso, o ipainproduto gerado é a 3,4-
dicloroanilina (3,4 DCA) que possui maior toxicigad persisténcia no ambiente que o

composto de origem (Giacomazzi e Cochet, 2004).
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Figura 3: Estrutura quimica de diuron. Fonte: Araujo et201Q).

O diuron é considerado como sendo um dos herbicit@s perigosos para o
ambiente, uma vez que é muito persistente no amebiéneia-vida > 30 dias) e
bioacumulavel (Kumar et al., 2011; Mhadhbi e Bei2fx2). A sua persisténcia € atribuida
principalmente a sua estabilidade quimica e baikdgidade em agua (Wong et al., 2013).

O agrotoxico diuron pode ser usado de forma iso@ad@ombinada com outros
herbicidas em culturas de cana de acuUcar, citigsl@o, café, abacaxi, cacau, banana, entre
outras (Rodrigues e Almeida, 2005). Este herbiéidalicado nas plantagdes em pré e pos-
emergéncia de ervas daninhas, agindo na plantabsorcao, principalmente pelas raizes,
de onde é deslocado através do xilema (Moncad&)20%eu mecanismo de acao é a
inibicdo da fotossintese através do bloqueio daeiaade transporte de elétrons no
fotossistema Il (Giacomazzi e Cochet, 2004).

Véarios estudos relataram efeitos do diuron sobrdit@plancton, no qual
demonstraram que este herbicida pode afetar sigtifamente a producdo primaria
(Knauer et al., 2010), a densidade (Knauer e Homn2@i2) e a diversidade das
comunidades (Knauert et al., 2009). Apesar deierlisersos estudos sobre a toxicidade de
diuron sobre organismos e comunidades fotossiatégs (e.g. Bao et al., 2011; DelLorenzo
et al.,2013; Gatidou et al., 2015; Larras et @13 Magnusson et al., 2012; Pesce et al.,
2011; Tlili et al., 2011; Van Dam et al., 2012; Abeet al., 2012), poucos sao os trabalhos
no qual consideram a toxicidade deste herbicidaesoficrorganismos heterotréficos e
organismos zooplancténicos (e.g. Leboulanger et28ll1; Neuwoehner et al., 2010).
Segundo Rico-Martinez et al. (2012), herbicidakidures da fotossintese, como o diuron,
causam efeitos indiretos sobre o zooplancton. Cesse herbicida causa efeitos téxicos
diretos sobre o fitoplancton, reduzindo suas pafi@s, consequentemente existe uma
reducao da oferta de alimentos ao zooplanctonpgde causar efeitos indiretos, tais como

diminuicdo da abundéancia de alguasa (efeito indireto negativo), aumento de algtasa
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(efeito indireto positivo), diminuicdo da diversitee mudancas na composicao de espécies
zoplanctonicas (Relyea, 2005, 2009; Chang.e@08).

Apesar do diuron ser especifico para organismasdgoitetizantes, alguns estudos
demonstraram que este composto pode causar dfeitogs em organismos heterotréficos
nao-alvo (invertebrados, anfibios e peixes) poerdiites modos de acdo. Por exemplo,
Luna-Acosta et al. (2012) relataram que diuron ¢eigiio a ug L) pode potencialmente
afetar os parametros imunes na ofirassostrea gigaspois observaram a repressao de
diferentes genes implicados nos mecanismos deadiefiesie dos hemdocitos e a inibigdo de
atividades enzimaticas, tais como a atividade aeake-type phenoloxidase (PO) e
superoxido dismutase (SOD) no plasma. Orton €2@09) verificaram a inibicdo dos niveis
de testosterona e ovulagdo no anfémopus laeviapos a exposi¢éo ao diuron.

Para peixes, Bretaud et al. (2000) observaranciods significativas de atividade da
acetilcolinesterase cerebral de juveni€deassius auratuem resposta a exposicao diuron.
Lazhar et al. (2012) verificaram que diuron caukmtas teratogénicos aos estagios de
embrido-larva d@setta maximaonde observaram uma diminuigéo significativaunesso
de eclosdo, malformacdes (embrides), edema dedpdioce deformacdo do esqueleto
(larvas) nesta espécie.

Neuwoehner et al. (2010) observaram que, nos teltésxicidade com algas e
Daphnia magna diuron e seus subprodutos MCPDMU (3-(3-chlorophehy-
dimethylurea), DCPMU (1-(3,4-dichlorophenyl)3-mdtinga), DCPU  (1-(3,4-
dichlorophenyl)ureia) e 3,4-dichloroaniline mostirarse mais toxicos para as algas do que
para as dafnias, causando toxicidade especifica gmralgas e toxicidadsselineem
Daphnia magnaNo entanto, em relagdo ao subproduto 3,4-DCA-d@&;Hloroaniline) de
diuron, este foi mais toxico para as dafnias, aasido um modo de acdo especifico para
estes organismos.

O carbofuran (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuraNimetil carbamato) (Figura 4)
€ um inseticida, acaricida e nematicida do grupo @obamatos, largamente utilizado em
culturas de cana de acucar, arroz, soja, algoddatay milho, feijdo, amendoim, café. No
Brasil, o carbofuran € comercialmente encontrado peme de Furadan, Carborano e

Ralzer, vendidos em diferentes formulagdes.
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Figura 4: Estrutura quimica do carbofuran. Fonte: Valencia.€2008).

O carbofuran inibe a acao da enzima acetilcolinesée(AChE), a qual desempenha
uma funcdo importante nas sinapses colinérgicadrolliando o neurotransmissor
acetilcolina em colina e acido acético (KavithaamR2007). Este composto apresenta alta
solubilidade em agua (322 mgf b 20 °C), baixa tendéncia a volatilizar e é mpégsistente
em ambientes acidos, mas dissipa rapidamente erosnadtalinos. A meia-vida de
carbofuran por hidrélise é na ordem de semanasteih (28 dias) e dias em pH 8 (3 dias).
Ele tem um baixo Koc (22 mLy e € um composto no idnico (baixa reatividade oom
solo), o que demonstra ser altamente movel em ,spldendo lixiviar para as aguas
subterraneas ou atingir as aguas superficiaisédrde escoamento superficial (Tarkowski,
2004).

Este agrotoxico apresenta curta persisténcia ngeaete € classificado como muito
toxico para as abelhas, peixes e outros animaigtiaqe e perigoso para animais e aves
(COLLECTIVE SPA, 2002). De acordo com os estudosAde&rico-Pinheiro (2015), o
carbofuran foi extremamente toxico para o cladoPeqohnia magngdCEso-48h = 0,011 mg
L), altamente toxico para o peix@reochromis niloticugCLso-48h = 0,44 mg 1) e
praticamente ndo toxico para a macrofiemna minor(Clso-7d = 144,41 mg £) e o
caramujoPomacea canaliculatéCEso-48h = 659,60 mg ).

Bailey et al. (2005), em ensaios de contato rekidbaervaram que abelhas expostas
a inflorescéncia de milho contaminado com carbofuapresentaram mortalidade
significativa apos 2 e 3 dias do tratamento, sestio mortalidade de 73% a 100%. Azizullah
et al. (2011) relataram que o flagelddoglena gracilisexposto ao carbofuran diminuiu
significativamente a densidade celular e alterodomnato das células, tornando-as
arredondadas, apos 24 e 72 h de exposicdo. Barata €2004) verificaram que a
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sobrevivénciaD. magnafoi afetada em baixos niveis de inibicdo de ACKEOQb6) sob
exposicao ao carbofuran.

Bretaud et al. (2000) relataram inibicdo da atigel@a enzima acetilcolinesterase
em cérebro de juvenis do peiRarassius auratuapos 12 horas de exposi¢do a concentragdo
de 5ug L't de carbofuran (8,6% de inibicdo em relagio ao goopdrole). Charttejee et al.
(2001) verificaram que a exposi¢cado a concentragdledetais de carbofuran (0,5; 1 e 2 mg
LY) sobre o peixaHeteropneustes fossiligor 30 dias reduziu os niveis de vitelogénese
ovariana na fase de pré-desova e afetou a liberdgdgonadotrofinas (GnRH) do

hipotalamo, sugerindo uma disrupcéo no eixo hipafigonadal deste peixe.

1.6. Justificativa

O uso de agrotéxicos no mundo e, especialmente rasilBvem aumentando
significativamente com o crescimento populaciondbeproducéo agricola. A introducao
desenfreada destes compostos no ambiente aquatecamga gama de misturas e interacdes
com efeitos ainda pouco estudados e nao previatasgbiota. Além disso, a interacao dos
ingredientes “inertes” das formulagcbes comerciams 0s ingredientes ativos e com outros
compostos presentes no ambiente, permanecem desatagiquanto aos possiveis efeitos
toxicos sobre os organismos aquaticos.

No Brasil, os agrotoxicos diuron e carbofuran vémde aplicados intensamente nas
areas agricolas. Em 2013, estes compostos ocumarkdh e 262 posicdo no ranking de
vendas, sendo que 6100,96 toneladas de ingredigwbede diuron e 1739,81 toneladas de
ingrediente ativo de carbofuran foram vendidas V3% 2014). O estado de S&o Paulo foi
a regido que mais consumiu 0s agrotoxicos diurorcagbofuran, representando,
respectivamente, 41% e 62% das vendas totais (IBANA14), sendo usados
principalmente em planta¢cdes de cana de acucar.

Diversos estudos no Brasil relataram a contaminaf@oaguas superficiais e
subterraneas por diuron e carbofuran (Tabela 1).Ridmeirdo Preto (SP), os pocos de
abastecimentos da cidade que se encontravam pr&xdnpantacdes de cana de acucar
revelaram concentracées de diuron de 0,26 a 7,12'pgemonstrando a contaminagéo das
aguas subterraneas do Aquifero Guarani (Dantds €0a1). No alto da sub-bacia do Rio
Poxim (SE), Britto et al. (2012) constataram a @nea de diuron na agua superficial dos

rios Poxim-Mirim e Poxim, principalmente no periottiuvoso, provocado possivelmente
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pelo escoamento superficial. J& o0 agrotoxico carbaffoi detectado em aguas superficiais
de area de nascente do Rio Sdo Lourenco (Campe@ M) em elevadas concentracdes
(valor maximo 35,25 ug 1 (Ribeiro et al., 2013). Caldas et al. (2011) figaram a
contaminacdo de &guas subterrdneas em Quitérig (Bgfio com intensa producdo
agricola, e registraram a presenca de carbofuranoeentracoes de 9,75 e 10,4 ug L
Griatzmacher et al. (2008), ao monitorar a preseecagrotoxicos nas aguas do canal Sao
Goncalo e do rio Piratini (Pelotas, RS) duranteultivo do arroz irrigado, observaram
residuos de carbofuran com frequéncia nas amoattasadas. Silva et al. (2009)
detectaram a presenca de carbofuran nas aguasicgajzede regides orizicolas no sul do
Brasil, sendo a maior concentracdo média obsemadanicie Costeira Interna a Lagoa
dos Patos (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracbes méaximas dos agrotoxicos diuron eoftadn detectadas em
ambientes de agua doce no Brasil.

Diuron (ug L'l) Carbofuran (ug |_'1) Area de estudo Referéncia
0,90 - Alto Rio Poxim, Aracaju, SE (agua superficial)  Britto et al. (2012)

- 10,40 Quitéria, RS (4gua subterranea) Caldas @0dl1)
0,78 68,80 Primavera do Leste, MT (agua subterranea) arbaet al. (2008)
7,12 - Ribeirdo Preto, SP (dgua subterranea) Darnthg(2011)
6,29 - Regido Centro-Oeste (4gua subterranea) Doatq2009)

- 14,99 Canal S&o Gongalo e Rio Piratini, RS (a4gperfcial) Griitzmacher et al. (2008)

- 0,10 Regido do médio rio Uruguai, RS (agua sujadyfic  Loro et al. (2015)

- 0,80 Rios da Depressao Central, RS (agua suggrficiaMarchesan et al. (2010)

408,00 Rio Pardo, Ribeirdo Preto, SP (agua supérfici Paschoalato et al. (2008)

- 35,25 Rio Sdo Lorenco, MT (4dgua superficial) Riberal (2013)

- 1,40 Sete regiées do sul do Brasi (agua supérficia Siva et al. (2009)

Assim, considerando-se que no ambiente aquaticagoséxicos podem causar
diversos efeitos adversos na comunidade biologicemo reducdo da densidade e
diversidade de espécies, alteracdo na reprodugéi@cé@io comportamental, bioacumulacéo
e biomagnificacdo biolégica, faz-se necessario® dos testes ecotoxicoldgicos para se
avaliar os efeitos do diuron e carbofuran sobrmtlaquatica.

No Brasil, o registro do agrotdéxico € baseado ramoteristicas agronémicas,
toxicolégicas e ecotoxicoldgicas de cada substfjmoduto (Peres et al., 2003). Na
formulacdo comercial € reconhecido que outros digredes, como surfactantes, sdo

adicionados ao ingrediente ativo para aumentaicaci do agrotoxico. Muitos estudos
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indicaram que esses ingredientes “inertes” podemmeatar significativamente a
persisténcia dos agrotoxicos no ambiente e a ttadiei desses produtos para organismos
nao-alvo (Beggel et al., 2010; Cox e Surgan, 20@elli et al., 2012; Pereira et al., 2009).
Apesar disso, esses ingredientes ndo sao idedbBcaas bulas dos produtos comerciais e
para esses compostos ndo sdo previstos testesxidaldde convencionais como 0s
realizados com o principio ativo.

Além da insercdo de compostos potencialmente téxito ambiente, o uso
simultaneo de diferentes tipos de agrotdxicos n&wtura agrava o cendrio de riscos
ecologicos. Estudos com diferentes agrotoxicos naui@sh que as misturas de compostos,
muitas vezes, potencializam os impactos sobregas@mos ndo-alvo alterando o equilibrio
dos ecossistemas (Schwarzenbach et al., 2006;R&§69).

Apesar de existir diversos estudos sobre a toxdeidde diuron e carbofuran nos
ecossistemas aquaticos, poucos sao os trabalh@wvaliszam os efeitos destes agrotoxicos
em diferentes niveis tréficos e raros os estudtssfeom a formulacdo comercial do diuron
(Diuron NortoX® 500 SC) e do carbofuran (Furalad60 SC). Além disso, ndo existem
estudos sobre a toxicidade da mistura de diurorarboturan. Considerando que os
agrotoxicos nao estao presentes nos ambientesagudé forma isolada, mas sim como
misturas, é essencial que estudos sobre os efeittdsinados destes compostos sobre a biota
aquética sejam realizados a fim de que seus rdesltassam contribuir para uma avaliagao
de risco mais acurada e realistica.

Diante deste contexto, faz-se necessario um estagocomplexo da toxicidade dos
ingredientes ativos diuron e carbofuran e de seagupos comerciais (Diuron Nort®600
SC e Furaddh 350 SC, respectivamente), no qual envolva orgavssanuéaticos de
diferentes niveis troficos e, aliado a isso, unudstda toxicidade da mistura destes
compostos, a qual podera fornecer uma melhor caenpéd® das respostas dos organismos

aquaticos frente a contaminacéo por estes agro®xic
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Objetivos e Hipoteses

2. Objetivos e Hipoteses

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do diuron e do carbofuran, idokae em mistura, sobre organismos
aquaticos e realizar uma avaliacéo de risco presindestes agrotoxicos para corpos d’agua

brasileiros.

2.2. Objetivos especificos

= Determinar os efeitos da toxicidade cronica do afiue do carbofuran (padréo e
comercial), em acao individual e em mistura, sabralgaRaphidocelis subcapitata
utilizando citometria de fluxo;

= Avaliar os efeitos téxicos agudos e crbénicos daatiue do carbofuran (padrédo e
comercial), isolados e em mistura, sobre o protéa®mramecium caudatum

» Analisar a toxicidade aguda e crénica do diuroro eatbofuran (padrdo e comercial),
isolados e em mistura, sobre o cladoceeoiodaphnia silvestrji

= Verificar se existe diferenga significativa da madade dos ingredientes ativos nas formas
padréo (diuron e carbofuran) e comercial (Diuromtdd® 500 SC e Furad&r350 SC)
para 0s organismos testados;

= Comparar a sensibilidade de diferentes organisexis-por meio de curvas de SSD e
verificar as espécies mais sensiveis aos agro®stados;

» Realizar uma avaliacdo de risco preliminar dos tégrocos diuron e carbofuran para

corpos d’'agua brasileiros.
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2.3. Hipoteses

1. Os agrotoxicos diuron e carbofuran (padréo e caalpmausam efeitos deletérios a alga
Raphidocelis subcapitataao protozoarioParamecium caudatume ao cladocero
Ceriodaphnia silvestriji

2. Os agrotoxicos diuron e carbofuran em suas formemgomerciais (Diuron Nort8x
500 SC e Furad&m50 SC) s&o mais toxicos do que os ingredientessgpadrdes para
todos os organismos-teste utilizados;

3. Os efeitos agudos e cronicos da mistura de diupam@furan sobre 0s organismos-teste
sao diferentes dos efeitos observados para a €&pasblada a cada agrotoxico;

4. A mistura das formulacdes comerciais dos agrot®@sebecionados causa efeitos toxicos
mais graves aos organismos-teste do que a mistarmgredientes ativos padroes;

5. A alga é o organismo-teste mais sensivel ao diarorcladécero € o mais sensivel ao
carbofuran, sendo que o protozoario € o0 organisnenos sensivel a estes dois
agrotoxicos;

6. Os agrotoxicos diuron e carbofuran representamnpiatis riscos ecolégicos para 0s

corpos d’'agua brasileiros.
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Capitulo 1

Efeitos dos agrotdxicos diuron e carbofuran em acaimdividual e em mistura sobre a

microalga Raphidocelis subcapitata

Resumo

Nos ambientes aquaticos, 0s organismos sao frezquente expostos a misturas de varios
agrotoxicos. Neste estudo, os efeitos dos agraiéxiiron e carbofuran e sua mistura sobre
a microalgaRaphidocelis subcapitatioram investigados. Para isso, testes de toxicidade
cronica foram realizados com os compostos indive@amgrediente ativos e produtos
comerciais) e em mistura (ingrediente ativos) disedos utilizando a citometria de fluxo.
De acordo com os resultados, a toxicidade dos digmees ativos nas formas padréo e
comercial par®. subcapitatado apresentaram diferencas significativas. Arpgdos testes

de toxicidade individuais, verificou-se que o dmrce o carbofuran inibiram
significativamente o crescimento populacional Rlesubcapitatae causaram alteracfes
fisiol6gicas (conteudo de clorofil e morfoldgicas (complexidade e tamanho celulas) n
células. Em relacéo aos testes de toxicidade danmai®s dados se ajustaram aos modelos
de referéncia de adicdo de concentracdo (CA) e iaclpendente (IA) e apresentaram
desvios significativos. Para o modelo CA, o dessependente da proporcdo da dose
apresentou o melhor ajuste aos dados evidenciamelgismo causado principalmente pelo
diuron e antagonismo causado principalmente pelbotaran. Para o modelo de IA, o
desvio sinergismo/antagonismo representou o mejlste e indicou interacdes sinérgicas
entre os agrotoxicos diuron e carbofuran quandobgwmdos. De modo geral, os dois
modelos evidenciaram a ocorréncia do sinergismo mmstura destes compostos,
principalmente quando o diuron € o produto quindicminante na mistura. O aumento da
toxicidade sobre as algas causada pela misturasdagtotoxicos poderia representar um
risco ambiental maior para o fitoplancton. Assingxposicdo ao diuron e carbofuran em
mistura deve ser considerada nas avaliagbes de, nusna vez que a mistura destes
compostos pode resultar em efeitos mais gravesg sotiescimento populacional das algas
do que as exposicdes individuais.

Palavras-chave: toxicidade; adicdo de concentragdo; acdo indepéedesinergismo;
fitoplancton.
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1. Introducao

Os ambientes aquaticos sdo muitas vezes contarsicado agrotdxicos a partir de
diferentes fontes, principalmente da agricultu@stituindo portanto um potencial risco
para 0s organismos ndo-alvo. Estes organismositante, raramente sdo expostos a apenas
um unico contaminante, mas normalmente a mistiasdos agrotéxicos com diferentes
componentes em diferentes concentracdes e propoffieaest et al., 2003; Schuler e Rand,
2008). Muitos agrotdxicos sdo persistentes e selcoistinuo e crescente representa uma
ameaca potencial para ambientes aquaticos atravéspmbsicdo aguda e cronica (Faust et
al., 2001; McClellan et al., 2008) e suas mistyradem levar a diferentes interacdes dos
compostos (Magnusson et al., 2010; Liu et al., 2013

A avaliacdo de risco para regulamentacdo de predyidmicos e a maioria dos
estudos ecotoxicologicos nos ambientes aquaticogleim principalmente sobre a
toxicidade dos compostos isolados em condicbesatiadas (Barata et al., 2006). No
entanto, considerando que 0s organismos no ambg&teconstantemente expostos a
misturas complexas de substancias toxicas (Cedergreal., 2008; Ferreira et al., 2008;
Pavlaki et al., 2011), alguns modelos teoricosnodesenvolvidos (Cassee et al., 1998;
Jonker et al., 2005) para prever e avaliar de wrmad mais realista 0 comportamento de
contaminantes quando estes ocorrem juntos no atabien

Os modelos tedricos utilizados para analisar aidaxile de misturas baseiam-se em
dois conceitos de referéncia, a Adicdo de Conagidr@dConcentration Additionr CA)
(Loewe e Mechanik, 1926) e a Acéo Independdntiependent Action IA) (Bliss, 1939).
O modelo CA assume que os téxicos individuais gmtasn 0 mesmo modo de agéo e atuam
sobre o mesmo alvo no organismo, contribuindo para resposta comum em proporcgao a
suas toxicidades relativas (Ferreira et al., 20@8yeiro et al., 2010; Freitas et al., 2014).
Por outro lado, o modelo de IA assume que agedxssos individuais tém modos de acao
diferentes e, assim, nao interferem uns com o®®wurante a sua agao Nos respectivos
sitios-alvo (Ferreira et al., 2008; Loureiro et2010; Freitas et al., 2014). Quando os modos
de acédo dos produtos quimicos sdo desconheciddsisosiodelos (CA e IA) séo utilizados
e aquele que melhor se ajustar aos dados € esc@imdletrimento do outro (Loureiro et
al., 2010; Pavlaki et al., 2011).

Em cenérios reais, 0s compostos podem interagicamsos outros, modificando a

amplitude e, por vezes, a natureza do efeito toXiteracdes podem acontecer na fase
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toxicocinética (processos de absorcao, distribyigdetabolismo e excrecdo) ou na fase
toxicodinamica (efeitos de substancias quimicagemeptor, no alvo celular ou 6rgao;
Cassee et al., 1998). Assim, a interagdo entrgmgdxicos pode resultar em desvios dos
modelos CA e IA. Os desvios esperados sao aqueteprqduzem um efeito sinérgico ou
antagonico, ou aqueles que dependem dos niveissgadds produtos quimicos (diferentes
desvios a baixas e altas concentracdes), ou dangéapda dose dos componentes na mistura
(Jonker et al., 2005).

Os agrotéxicos diuron e carbofuran sdo comumendglass em varias culturas
agricolas, tais como algodéao, café, cana de agidég, trigo, e frequentemente tém sido
encontrados em corpos d’agua em todo o mundoKaggiano et al., 2010; Kaonga et al.,
2015; Masia et al.; 2015; Papadakis et al., 201&)ndém no Brasil (e.g. Caldas et al., 2011;
Carbo et al., 2008; Loro et al., 2015; Ribeiro kt 2013). O diuron (feniluréia) é um
herbicida que inibe a fotossintese pelo bloqueicatieia de transporte de elétrons no
fotossistema Il em microrganismos e plantas fombéscas (Giacomazzi e Cochet, 2004),
enquanto que o carbofuran (carbamato) é um indati@caricida e nematicida que age
contra uma ampla variedade de organismos por $iga& enzima acetilcolinesterase,
inibindo sua acéo sobre a acetilcolina (Pessol, 04d.1).

A contaminacdo dos ambientes aquaticos com oségeos diuron e carbofuran
pode induzir efeitos adversos sobre os organisnmadindo microalgas. As algas
desempenham um papel fundamental nos ecossist@mascas, pois, sendo produtores
primarios, sdo uma parte importante da base daliei@ntar e qualquer efeito sobre elas
pode afetar os niveis tréficos mais elevados esemuentemente, impactar a dinamica e o
funcionamento do ecossistema (DeLorenzo et al2;2Ri®boo et al., 2007). Por esta razao,
espécies de algas sdo muitas vezes utilizadas @ragdes de riscos de produtos quimicos
(Pérez et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). Em &aligo seu papel ecoldgico, microalgas séo
faceis de cultivar, possuem tempo de geracao ewstm sensiveis a varios compostos (e.g.
herbicidas), tornando-se ferramentas bioldgicagj@attas em testes de toxicidade com
poluentes (e.g. Stachowski-haberkorn et al., 281L8pan et al., 2015).

Respostas toxicas de microalgas expostas a agrogoseo tipicamente medidas
utilizando parametros populacionais, como por exeng taxa de crescimento, que
geralmente envolve um método de contagem de célldgass. Técnicas convencionais de
contagem de células, como aquelas utilizando naéme Optico, envolvem um trabalho

intensivo e demorado (Jamers et al., 2009). A resigeito, a citometria de fluxo pode ser
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uma ferramenta alternativa, uma vez que permiteaomegem rapida e precisa, permitindo
a analise de milhares de células por segundo (knaetlal., 2004). Além disso, a citometria
de fluxo realiza a analise multiparamétrica de @mgpla gama de propriedades celulares
por medicdo dos sinais de dispersao da luz e aaoteficéncia da clorofila das algas
(Franklin et al., 2004; Prado et al., 2011; Stadcfiovdaberkorn et al., 2013). A citometria
de fluxo tem sido reconhecida como sendo util emerdbs estudos envolvendo o
fitoplancton, tais como avaliacdes ecotoxicoldgieaslaboratoério (e.g. Prado et al., 2011;
Suman et al., 2015), em microcosmositu (e.g. Stachowski-Haberkorn et al., 2008, 2009)
ou para monitorar as populagcdes naturais no camgo$armento et al., 2008; Schiaffino
et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeilos agrotoxicos diuron e
carbofuran e sua mistura sobre a micro&g@hidocelis subcapitatdara isso, testes de
toxicidade cronica foram realizados com os compostdividuais (ingredientes ativos e
produtos comerciais) e em mistura (ingrediente®alie analisados utilizando a citometria
de fluxo. Osendpointsavaliados nos testes de toxicidade com os agam$xndividuais
foram a taxa de crescimento, o conteudo de clarafih fluorescéncia da clorofilne a
complexidade e o tamanho celular, e nos testexagdade de misturaendpointanalisado

foi a taxa de crescimento das algas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Organismo-teste e condi¢cfes de cultivo

Os exemplares iniciais deaphidocelis subcapitatram obtidos de culturas-estoque
do Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidadddfal de Sdo Carlos. As culturasRle
subcapitataforam mantidas em meio LC OligaFNOR, 1980),sob iluminac&do continua
(4306 lux), temperatura controlada (25+ 1°C) eaggid manual trés vezes ao dia. Nos testes
de toxicidade, somente células algais em faseakeionento exponencial com até 72h de
idade foram utilizadas (Ver Figura 1, Apéndice ferente ao crescimento Ba subcapitata

até o 12° dia nas condic¢des de cultivo).
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2.2.Substéancias e solucbes-teste

Os compostos diuron (CAS n° 330-54-1) e carbof@AS n° 1563-66-2) com
pureza>98% (padréo analitico) foram adquiridos da Sigmdrgh. O grau de pureza do
produto comercial Diuron Nort§¥500 SC (adquirido de Nortox S/A, Brasil) € de 500
de ingrediente ativo (69,4% m/v de ingredientestés} e do Furad&n350 SC (adquirido
de FMC, Brasil) é de 35% m/v de ingrediente at&8% m/v de ingredientes inertes). As
solucdes estoques de diuron administrado como BiNmtoX® 500 SC (100 mg i.a.™D,
carbofuran padrédo (100 mg i.al)Le carbofuran administrado como Fur&®tid860 SC (100
mg i.a. L'Y) foram preparadas pela diluicdo de uma quantidagecifica de cada composto
em agua destilada imediatamente antes dos testasa excecao do diuron padrdo, o qual
foi preparado em acetonitrila grau HPLC (Mé¥clevido a sua baixa solubilidade em agua
(35,6 mg ! a 20 °C). Por sua vez, as concentragdes nomigaisda composto testado
foram obtidas pela diluicdo da solugcédo-estoque e ne cultura (dgua reconstituida).

Para confirmar as concentragdes nominais utilizadasensaios, as solugdes-teste
foram analisadas em cromatografo liquido de ait@éefcia (HPLC) (Agilent Technologies
1200, Waldbronn, Alemanha), equipado com detectoramanjo de diodos (DAD). As
condicbes cromatograficas de analise foram: caigrthax ODS C18 (250mm x 4,6mm x
5um) (Agilent Technologies, USA) e temperatura dedode 25 °C. A fase moével isocratica
utilizada foi acetonitrila: agua Milli-Q (70:30,w/durante 6 minutos, seguido pest time
de 2 minutos, com volume de inje¢éo de 20 pL e daxtuxo de 1,0 mL mifh. As anélises
foram realizadas em triplicatas. Com base nossa@absorbancia observados no espectro
DAD das solugcdes-padrao e a partir da literatu@pg@lini et al., 2012; Liyanage et al.,
2006; Qun e Rohrer, 2012; Rocha et al., 2013)umdie o carbofuran foram detectados e
quantificados a 254 nm e 280 nm, respectivamerdesofucdes-teste de carbofuran foram
analisadas por injecdo direta em HPLC e as soltedés de diuron passaram por processo
de extragdo em fase sélida (SPE) para concentdacé@mmposto antes da injecdo em HPLC.

A SPE realizada foi adaptada do método descrit@Cpppelini et al. (2012). Para a
extracdo do analito carbofuran foram utilizadosuzdros ChromaborfdC18ec (6 mL, 500
mg) (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) em um digpaspara SPE tipo manifold. Os
cartuchos foram inicialmente condicionados com 10d® acetonitrila e 10 mL de agua
ultra-pura Milli-Q, seguida da adicao de 50 mL d®atra sob vacuo, em triplicata. O analito
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foi eluido com 5 mL de acetonitrila, e posteriorteeisubmetido a evaporacdo com
nitrogénio e reconstituido em 0,5 mL de acetonifdira as analises cromatograficas.

Os parametros utilizados para a validagdo do métodm seletividade, linearidade,
limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), ed&d, preciséo e recuperacdo (Lancgas,
2004). Os cromatogramas gerados mostraram que adméle analise do diuron e do
carbofuran em agua foi seletivo para estes compdsiguras 2 e 3, Apéndice A). Os
resultados para LD, LQ, coeficiente de correlagdeal da curva (r), precisao, exatidao e
recuperacdo para o0s agrotéxicos estudados saoea@ss na Tabela 1. As curvas

analiticas para diuron e para carbofuran sdo nuzstnao Apéndice A (Figuras 4 e 5).

Tabela 1.Parametros analiticos utilizados para a validagdgmétodo de analise de diuron
e carbofuran nas solug¢des-teste utilizadas nasstdsttoxicidade.

LD LYy L L " Preciséo Exatiddo Recuperacac
(mgL?) LQ(ugL) média (%) média (%)  média (%)

Diuron 1,58 4,80 0,9999 0,88,37 98,14+7,25 98,32+5,59

Carbofuran 10,44 31,65 0,9999 0,66+0,40 98,90+6,36 -

LD = Limite de Deteccéo; LQ = Limite de Quantifiag r = coeficiente de correlagédo. Os valores
indicados como média correspondem a média aritendén = 6 (média + desvio padrao).

Considerando-se a pré concentracao do diuron deelA&3, uma vez que empregou-
se 50 mL de amostra para extracado, resultando BnmQ, de extrato final, o método

empregado possibilitou a quantificacdo do diuroncencentragcdes a partir de 0,048 ug L
1

2.3. Testes de toxicidade com os compostos individuais

Os testes de toxicidade cronica cBnsubcapitat@eguiram as diretrizes da Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 2002). Apgdestes preliminares, a faixa de
concentracdes para cada composto foi estabeleogltestes de toxicidade foram realizados
com o0s seguintes intervalos de concentra¢des n@ninas a 40 ug L de diuron e 400 a
25600 pg [ de carbofuran. As concentragdes nominais tesfstasos ingredientes ativos
nas formas padrédo e comercial foram iguais.

Os ensaios foram realizados em frasco Erlenmeyéddede 250 mL de capacidade
contendo 100 mL de solugéo-teste ou meio de cultararole). No caso do diuron padréo,

foi necessario adicionar um controle do solventeignde cultura + acetonitrila) com uma
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concentracdo nominal de 0,01% de acetonitrila (@g)frascos-teste foram inoculados com
uma concentracdo inicial de “.@élulas mt! e mantidos sob as mesmas condigdes
(iluminagdo, temperatura, agitacdo e meio) descpgaa o cultivo das algas. Trés réplicas
foram usadas por tratamento. As células foram déap@os compostos durante 96 horas e
foram amostradas diariamente (24, 48, 72 e 96ph)ta de cada frasco-teste apds agitacao
manual. A contagem das células das amostras faada por citometria de fluxo. Para cada
tratamento, a taxa de crescimento relativa (TCR)dlzulada usando a equacéo descrita em
Bao et al. (2011) e a inibicAo do crescimento (eencgntagem) foi calculada pela
comparacao entre as taxas de crescimento dos lesnffmonsiderada 100%) com o0s
diferentes tratamentos.

No final dos testes de toxicidade com os composébscionados, aliquotas das
solugbes-teste foram coletadas para determinacéond@ntracdo de clorofilg a qual foi
realizada segundo o método descrito em Goltermah €978).

Testes de toxicidade crénica com a substanciafeeeneia cloreto de sédio (NaCl)
foram realizados para avaliar as condi¢des fisiod®ydos organismos e, por conseguinte, a
validade dos ensaios. Além disso, as variaveis f#in@eratura da dgua foram medidos no
inicio e no final de todos os testes de toxicidade.

Um teste de toxicidade preliminar comparando aagmrh de células algais por
citometria de fluxo e contagem direta usando mapm Optica e um hemocitbmetro foi

realizado utilizando a substancia de referéncialNaC

2.4. Andlise por citometria de fluxo

Para contagem de células algais em citometriaucte flaliquotas do controle e dos
diferentes tratamentos dos testes de toxicidadamfaecolhidas em criotubos e fixadas
imediatamente com formaldeido 10% tamponado comxi@oncentracao final de 1%). Os
criotubos foram deixados no escuro durante 10 miteenperatura ambiente e armazenados
em nitrogénio liquido a -80 °C até a analise. Aslasg deR. subcapitatdoram contadas em
um citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickiny@quipado com laser de ion-argénio
de 15 mW (emissdo em 488 nm). Para analise, e b@@ subamostra foram adicionadas
esferas fluorescentes (6 um, microesferas de céatm¥luoresbrit& Polysciences Inc.,
Warrington, PA, EUA) como padrdes internos. As leéulas algas foram identificadas em

citogramas utilizando os parametrossiie scatte(SSC-H) versus fluorescéncia vermelha
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(FL3-H), conforme os procedimentos descritos enm®ato et al. (2008). A aquisicdo de
dados foi realizada com o software BD CellQuest@ea andlise dos citogramas com o
software FlowJo v.10.0.8. Foram também extraidosval®res médios de FL3-H
(fluorescéncia da clorofila), SSC-H (complexidade celular) e FSC-H (tamanhaag da
populacdo de algas e das esferas e calculadoevaler FL-3 relativo (FL3-kadFL3-
Hesterad, SSC-H relativo (SSCdad SSC-Hstera € FSC-H relativo (SSCddad SSC-Hsteras,

expressos em unidades arbitrarias.

2.5. Testes de toxicidade dos compostos em mistura

Para os testes de toxicidade crénica (96h) da raiste diuron e carbofuran, um
design experimental que incluiu simultaneamentéttestes para cada composto isolado
como um conjunto de 23 combinacdes foi selecionguls 0 ensaio. Undesign
experimental de razao fixa (Cassee et al., 1998u(& 1) foi utilizado para as misturas com
0 objetivo de obter uma cobertura mais confiavel eleito dos dois agrotoxicos.
Concentragfes nominais das misturas foram calcsladan base nas forgas toxicas
esperadas de 0,375 (0,125 + 0,25; 0,25 + 0,125),00125 + 0,375; 0,25 + 0,25; 0,375 +
0,125), 0,75 (0,125 + 0,625; 0,25 + 0,5; 0,375379; 0,5 + 0,25; 0,625 + 0,125), 1 (0,125
+0,875; 0,25 + 0,75; 0,375 + 0,625; 0,5 + 0,528,6 0,375; 0,75 + 0,25; 0,875 + 0,125),
15,5 +1;0,75+0,75; 1 + 0,5), 1,75 (0,75; 4% 0,75) e 2 (1 + 1) unidades toxicas
(UT). Uma UT foi igual & Gb-96h obtida a partir dos testes com cada agrotémdividual.

Os testes de mistura foram realizados segundo ssaseprotocolos utilizados nos testes
de exposic¢des individuais dos agrotdxicos, porém duoas réplicas por tratamento. O
parametro avaliado nos experimentos de mistura ébeito sobre a taxa de crescimento das

algas.
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Figura 1. Designexperimental esqueméatico das combinacdes estatsdguara os testes
de toxicidade das misturas dos agrotéxicos diurcarleofuran.

2.6.Andlise de Dados

Os valores de &4-96h dos testes de toxicidade crénica e seus raapegalores de
slope para as exposi¢des individuais aos agrotoxicescisglados foram calculados por
regressao nao linear, usando uma curva logistiteéslgparametros (SYSTAT, 2008). Esta
curva é descrita pela seguinte equacie: Max / 1 + (€/ CI50)%; em que Y¢é a resposta
de um determinado parametro; max € a sua respaésianay G € a concentracdo do produto
quimicoi; CI5Q0 é a concentracéo de inibicdo do quimieapi é oslopepara o quimica.

Os valores de CENO e CEO para os testes cronicas fobtidos pela analise de variancia
(ANOVA). O teste de Dunnett para comparacfes makigom o controle foi realizado
quando os dados seguiram uma distribuicdo nornual t&stes estatisticos, diferencas foram
consideradas significativas quandg p,05. Todas as analises estatisticas foram rdabza
utilizando o software SigmaPlot v. 11.0 (SYSTATO2D

Os resultados obtidos para os testes de toxicickatleas misturas foram analisados
por meio dos modelos conceituais de adicdo de otmagéio (CA) e acao independente (I1A).
Em primeiro lugar, os dados observados foram coadosr com o efeito combinado
esperado calculado a partir das exposicoes indisdwtilizando a ferramenta MIXTOX
(Jonker et al., 2005). Em segundo lugar, o modglestendido, tal como descrito por Jonker
et al. (2005) e os trés desvios dos modelos derérefm, tais como interacdes

sinérgicas/antagonicas (S/A), desvio dependenteprd@orcdo da doseddse ratio
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dependence DR) e dependente do nivel da dodesg level dependeneeDL) foram
modelados pela adicdo de dois parametros (“a” . "©" parametro “a”, em desvios
sinérgicos e antagonicos, torna-se, respectivamaetgativo ou positivo. Para o desvio
dependente da proporgédo da dose (DR), um seguné@im@@o “br” esta incluido além do
parametro “a”, permitindo que o papel de cada catgooea mistura seja identificado. Para
descrever o desvio dependente do nivel da dose (@kamente um segundo parametro
“bpL” é incluido além do parametro “a”. O valor de fatlica o desvio em baixas e altas
doses e o valor de pb” indica em que nivel da dose o desvio muda. Mataldes sobre
estas funcbes sdo apresentados em Jonker et @h) (@0na Tabela 2. Os dados foram
ajustados aos modelos conceituais e desvios, ¢honaguste foi escolhido pelo método de
maxima verossimilhanca. Apoés identificado um modsitatisticamente mais descritivo do
desvio, o padrao de efeitos foi deduzido diretament valores dos parametros (Tabela 2)
e 0 desvio maximo calculado em termos de nivefeltogJonker et al., 2005; Freitas et al.,
2014).
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Tabela 2. Interpretacdo dos parametros adicionais (“a” e ‘Upie definem a forma funcional do padrao dos dssaigartir da Adicdo de
concentracdo (CA) e da acao independente (I1A);tadapgle Jonker et al. (2005).

Desvio Padrédo Parametro "a" (CA e IA) Parametro "b" (CA) Parametro "b" (I1A)

a> 0 - antagonismo
Sinergismo / Antagonismo (S/A)
a <0 - sinergismo

a > 0 - antagonismo, exceto para aquelas
proporcdes de misturas onde um valor de b b; > 0 - antagonismo onde a toxicidade da mistueuéazia principalmente pelo toxicainte

Dependente da proporcdo da dose (DRJe9atVo signiicativo indica sinergismo
a < 0 - sinergismo, exceto para aquelas

proporcdes de misturas onde um valor de b bi <0 - sinergismo onde a toxicidade da misturaudaida principalmente pelo toxicante
positivo significativo indica antagonismo

a > 0 - antagonismo em nivel da dose baixobg. > 1 - mudanga em nivel da dose menor do qug CE bp, > 2 - mudan¢a em nivel da dose menor do qug CE

sinergismo em nivel da dose alto
bp. =1 - mudanca em GE bp. = 2 - mudanca em GE
Dependente do nivel da dose (DL)

. . : ) 0 < kp. <1 - mudanga em nivel da dose maior do qug CE < by, < 2 - mudanga em nivel da dose maior do qug CE
a < 0 - sinergismo em nivel da dose baixo e

antagonismo em nivel da dose alto boL < 0 - sem mudanca, mas a magnitude do S/A é bp, < 1 - sem mudanca, mas a magnitude do S/A é
dependente do nivel da dose dependente do nivel de efeito
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3. Resultados

3.1.Variaveis abioticas dos testes de toxicidade e ais#ls quimicas

Durante os testes de toxicidade, os valores degattdlucdes-teste permaneceram
dentro do intervalo de 7,4 e 8,2 e ndo variarans m@il,0 unidade. A temperatura da agua
em todos os testes de toxicidade variou entre 2425,6°C. Assim, todos os testes
preencheram os critérios estabelecidos nas origgata USEPA (2002).

Apo6s analise das solucdes-teste em HPLC-DAD, wertfise que, tanto nos testes
de toxicidade com os compostos individuais (padr&mercial) (Figura 6, Apéndice A)
como nos testes de toxicidade com as misturas @dbépéndice A), as concentracdes
reais do diuron e do carbofuran diferiram menosld® das concentragdes nominais.
Portanto, os resultados foram calculados com basecancentragdes nominais, como
sugerido pela ISO 10706 (2000).

3.2. Testes de toxicidade com os compostos individuais

Para todos 0os compostos testados, o coeficieMa@eao das réplicas nos controles
dos testes de crescimento populacional ndo excé@ét, como recomendado pelas
diretrizes da USEPA (2002). Em todos os experinmgeatm o diuron padrao, o controle e o
controle do solvente néo apresentaram diferengafisativa, excluindo a possibilidade de
efeitos do solvente (0,01% de acetonitrila, vA\Qrecos resultados de toxicidade. Os testes
utilizando a substancia de referéncia NaCl indicagaie a sensibilidade d subcapitata
(CEso-48h = 2,80 + 0,45 g'L) estava dentro da faixa esperada (faixa de refieréh, 74 a
4,49 g I}, Vieira, 2010) ap06s exposicdo de 96 horas a estpasto.

A técnica de contagem de células algais por citoande fluxo utilizada nos testes
de toxicidade demonstrou boa concordancia com ricgéae contagem direta usando
microscopia optica. Os dois métodos apresentaramaamelacao significativa € 0,999,

p < 0,001, segundo correlacio de Pearson) e umadalibde 0,998 para a regressao linear
dos dados (dados brutos na Tabela 2, no Apéndice A)

As curvas de crescimento populacional (em numercéelas mt') paraR.

subcapitateexposta aos agrotéxicos diuron e carbofuran (digngée ativo padrao e produto

comercial) durante 96h mostraram uma forte dimémigo niamero de células nas maiores
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concentracdes testadas (Figura 2). Em comparagéanéole, as reducdes na densidade de

algas foram superiores a 82% na maior concentrigsada dos compostos apos 96h de

exposicao.
A
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Figura 2. Curvas de crescimento populacional Rigphidocelis subcapitattnimero de
células x1& mL?1) apds 96 horas de exposicdo a diferentes concéaesale diuron padrio
(A), diuron administrado como Diuron Norf®600 SC (B), carbofuran padrdo (C) e

carbofuran administrado como Fura8i@50 SC (D).

Os valores médios de 46£96h e seus respectivos intervalos de confianc@sée

para cada composto testado sdo apresentados nia Bali#e acordo com os resultados,

tanto para o diuron como para o carbofuran, a ixite do ingrediente ativo na forma

padrédo e comercial foi similar para a esp&isubcapitatando havendo qualquer diferenca
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significativa entre elep(> 0,05). Além disso, como esperado, o herbicidaodi foi mais

toxico do que inseticida carbofuran a microdRyasubcapitata

Tabela 3.Valores médios de €4#96h e intervalos de confianga de 95% (IC 95%) pada
composto testado para a microaRgphidocelis subcapitata.

Compostos Cl50-96h (IC 95%)
Diuron (ingrediente ativo padréo) (Lg)L 10,4 (8,5-12,2)
Diuron (Diuron NortoX 500 SC) (ug 1Y) 9,3 (8,1 - 10,5)
Carbofuran (ingrediente ativo padrao) (jit) L 7426,5 (5618,9 - 9234,2)
Carbofuran (Furad&r850 SC) (ug L) 6974,7 (5810,4 - 8139,1)

Os testes de toxicidade cronica (96h) mostraram tpa®s oS compostos
apresentaram concentracfes que inibiram signifenaiente a taxa de crescimento da
microalgaR. subcapitatdFigura 3). Para o diuron, tanto o ingredientecaiadrao (Figura
3A) como o seu produto comercial (Figura 3B) irahir significativamente o crescimento
da alga nas concentracdes de 5 a 40"hgamo evidenciado pelo teste de Dunnett (diuron
padrao: F16= 152,4,p < 0,001; diuron produto comercials f2 = 187,4,p < 0,001). Em
relacdo a inibicdo da taxa de crescimento, a ncalacentracdo de diuron (ingrediente ativo
padréo e produto comercial) sem qualquer efeiterstagzel (CENO) foi 2,5 ugt, enquanto
que a menor concentracdo que causou um efeitovdlysér(CEO) foi 5 ug L. Para o
carbofuran, uma inibicdo significativa do crescitoefoi observada em populacteskle
subcapitataexpostas as concentracdes de 1600 a 25600 dg tarbofuran padréo (Figura
3C) e 800 a 25600 pgide carbofuran administrado como Fur&das0 SC (Figura 3D),
tal como evidenciado teste de Dunnett (carbofueaingm: F,16= 46,8p < 0,001; carbofuran
produto comercial: F16 = 132,4,p < 0,001). O valor de CENO e CEO para carbofuran
padréo foi de 800 pgte 1600 ug L, respectivamente, enquanto que o CENO e CEO para
carbofuran do produto comercial foi de 400 p'el800 pg 2, respectivamente.
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Figura 3. Inibicdo da taxa de crescimento (%) Haphidocelis subcapitataxposta a
diferentes concentragdes de diuron padrdo (A)pdiadministrado como Diuron Nort®x
500 SC (B), carbofuran padréo (C) e carbofuran agitnado como Furad&B50 SC (D).
A linha representa a curva de ajuste logisticost®resco (*) indica valor significativamente
diferente do controle (g 0,05).

Em relagdo aos efeitos dos agrotoxicos sobre ceédatde clorofilea, todos os
compostos testados resultaram em concentracfesuquentaram significativamente o
conteudo de clorofila nas células algais, em comparacdao com o conulaleoq padréo:
F7,16 = 56,2,p < 0,001, diuron produto comerciak 2= 7,2,p = 0,001, carbofuran padréo:
Fz16 = 26,9,p < 0,001; carbofuran produto comerciat; 6= 15,8,p < 0,001) (Figura 4).
Para o diuron padréo (Figura 4A) e sua formulagfoercial (Figura 4B), as concentracfes

que aumentaram o contetdo de clorddileelular foram 10, 20 e 40 pg*Lenquanto que
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para o carbofuran padrdo (Figura 4C) e formulagéueccial (Figura 4D) foram 6400,
12800 e 25600 pugt
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Figura 4. Concentracao de clorofila a (pg célula-1) Raphidocelis subcapitat@xposta a
diferentes concentragdes de diuron padrdo (A)pdiadministrado como Diuron Nort®x
500 SC (B), carbofuran padréo (C) e carbofuran atnado como Furad&r850 SC (D).
O asterisco (*) indica valor significativamenteaténte do controle (p 0,05).

A partir dos dados de citometria de fluxo, altees;ba fluorescéncia da clorofda
(FL3-H relativo), na complexidade (SSC-H relatiea)o tamanho celular (FSC-H relativo)
das algas foram verificadas em comparacao com woterfFigura 5). O diuron, tanto na
forma padrdo como comercial (Figura 5A e 5B, resp@mente), causou um aumento
significativo da fluorescéncia da clorofgenas concentracées de 10 a 40 pgeltambém

da complexidade e do tamanho celular nas concéesale 5 e 40 pg'L Carbofuran, tanto
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na forma padrdo como comercial (Figura 5C e 5Dpeesvamente) apresentou efeitos
similares sobre as algas, que também aumentaranificgijvamente a fluorescéncia da

clorofila a (3200 a 25600 ugt) ea complexidade e o tamanho celular das algas (18800
25600 pg ).
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Figura 5. Valores médios de fluorescéncia da clorofila a @F)3complexidade (SSC-H)

e tamanho celular (FSC-H) da populacadrkdphidocelis subcapitatexposta a diferentes
concentrac¢des de diuron padrdo (A), diuron adnmadstcomo Diuron Nortd%500 SC (B),
carbofuran padréo (C) e carbofuran administradoocBaradafi 350 SC (D). O asterisco
(*) indica valor significativamente diferente dontmle (p< 0,05). Os valores séo expressos
em unidades arbitrérias (u.a.).
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3.3. Testes de toxicidade dos compostos em mistura

Como os testes de toxicidade individuais mostrague a toxicidade dos
ingredientes ativos nas formas padrao e comercé& apresentaram diferencas
significativas, optou-se por realizar os testemdgura somente com os ingredientes ativos
padrdes. O valor de 6396h para cada composto testado individualmenteirsm dos testes
de mistura foi 13,1+1,5 pgipara diuron padréo e 8333,2+1898,8 pgoara o carbofuran
padrao.

Embora o modo de ag&o do diuron (feniluréia) camtmdor de fotossintese em algas
seja bem conhecido, o0 modo de acédo do carbofueahaimato) sobre as algas ainda néo
esta bem estabelecido. Por isso, neste estudo-spt@or testar os dois modelos de
referéncia (CA e |IA) para avaliar a respostaRdesubcapitataquando exposta a mistura
destes dois agrotdxicos.

Todos os parametros e resultados dos testes dicsigoia obtidos pelos ajustes da
ferramenta MIXTOX sdo mostrados na Tabela 4. Ot@jdss dados da mistura ao modelo
de CA produziu uma soma dos quadrados dos res(@&®)sde 0,62p < 0,05;r? = 0,81).
Apos a adicao de parametro “a” para o modelo dedeAnodo a descrever o desvio S/A, o
valor de SS diminuiu para 0,39 e foi estatisticaimsignificativo p <0,05;r?> = 0,88). Para
o desvio dependente da dose (DR), quando os padaiat e “lbr” foram adicionados,
houve uma diminui¢cdo do valor de SS para 0,32 quedtatisticamente significative (
<0,05;r? = 0,90). O desvio dependente do nivel da dose (@Bio) foi significativo | =
0,854) (Tabela 4). Assim, o desvio DR para o model@€A apresentou o melhor ajuste, e
explicou 90% dos dados. Com isso, verificou-seajueeracéo dos agrotoxicos na mistura
foi dependente da propor¢édo da dose (DR), sendoogageu antagonismo em altas
concentragdes de carbofuran e baixas de diuroneegssmo em altas concentragdes do
diuron e baixas de carbofuran. O sinergismo dacidxde da mistura foi causada

principalmente pelo diuron (Figura 6).
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Tabela 4.Parametros e testes de ajuste dos modelos den@éerdilizando o MIXTOX
aplicado a taxa de crescimentoRigphidocelis subcapitatexposta durante 96h a mistura
dos agrotoxicos diuron e carbofuran.

Adicédo de Concentracdo Acéo Independente

CA S/A DR DL 1A S/IA DR DL
max 0,93 0,92 0,92 0,92 0,93 0,93 0,93 0,93
B iuron 2,13 2,90 2,79 3,40 3,22 4,04 4,16 2,87
B Carbofuran 7,32 705,85 705,85 705,86 7,84 19,07 65,94 17,03
Clsg para Diuron 15,98 11,69 14,26 7126,41 9,63 13,21 12,81 14,19
Clsg para Carbofuran 12786,18 12773,73 12773,73 12773,96 10642,73 10642,784319%% 10642,81
a - 0,90 2,36 -0,05 - -4,50 -7,66 -1,83
borioL - - -3,83 13,51 - - 5,48 -4,97
SS 0,62 0,39 0,32 0,39 0,54 0,37 0,36 0,36
r2 0,81 0,88 0,90 0,88 0,83 0,88 0,89 0,89
¥ ou teste 33,84 17,21 7,33 0,03 40,05 13,60 1,58 1,56
df - 1,00 1,00 1,00 - 1,00 1,00 1,00
p (1 F) 4,45 x1(*" 0,00003 0,007 0854 500x1(** 00002 0209 0,212

max € o valor maximo da resposfag oslopeda curva de resposta a dose individuak, €la
concentracdo mediana de inibicdo de crescimentpra® b sdo 0s parametros da fungéo; SS é a
soma dos quadrados dos residubé;a coeficiente de regressao; Tedteu F é o teste estatistico;
df é o grau de liberdadg;(x?/ F) é o nivel de significancia do teste estatisti@A é o modelo de
adicao de concentracéo e IA é o modelo de acapémdiente (ambos modelos de referéncia), S/A
€ o desvio sinergismo ou antagonismo, DR é o detpendente da propor¢éo da dose e DL é o
desvio dependente do nivel da dose.
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Figura 6. Isobolograma do efeito da mistura de diuron e darbo sobre a taxa de
crescimento dRaphidocelis subcapitat@partir do desvio dependente da proporcao da dose
(DR) do modelo de Adicao de Concentracdo (CA).
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O ajuste dos dados da mistura de diuron e carboAoanodelo de 1A produziu um
valor de SS de 0,54 0,05;r? = 0,83). Ap0s a adi¢io de parametro “a” para oalwode
CA, de modo a descrever o desvio S/A, o valor ded8finuiu para 0,37 e foi
estatisticamente significativop (<0,05; r> = 0,88). Os desvios DR e DL n&do foram
estatisticamente significativog € 0,209 g = 0,212, respectivamente) (Tabela 4). Portanto,
o desvio S/A para o modelo de IA apresentou o medluste para os dados e indicou
interacdes sinérgicas (aumento da toxicidade) esgragrotoxicos diuron e carbofuran
guando misturados (Figura 7). Apesar do desvio @Ry @ modelo de IA néo ter sido
significativo, a Figura 7 mostra que o sinergisncorceu quando o diuron foi o produto
quimico dominante na mistura, mas que o antagoniemoa possibilidade de ocorrer

quando o carbofuran estiver em altas concentragesstura.

25000 04 1.0 - 2,6—]

20000+

150001 -0,2 0,0

Carbofuran(pg L)

10000 1

5000 -

Diuron (g LY

Figura 7. Isobolograma do efeito da mistura de diuron e darbo sobre a taxa de
crescimento d®aphidocelis subcapitata partir do desvio sinergismo/antagonismo (S/A)
do modelo de Agao Independente (IA).
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4. Discussao

4.1. Efeitos toxicos dos compostos em acgéo individual

No presente estudo, a toxicidade do diuron e dbofaran nas formas padrao e
comercial sobre a alga. subcapitateoi comparada. Como os produtos comerciais dos
agrotoxicos contém o ingrediente ativo misturadm os chamados ingredientes “inertes” e
sabendo-se que estes compostos podem ser fisiggngeimicamente e biologicamente
ativos (Cox e Surgan, 2006), inicialmente acredis® na hipotese que a toxicidade dos
ingredientes ativos testados seria alterada pas estibstancias inertes. No entanto,
especificamente para esta espécie e produtos dameactoxicidade dos ingredientes ativos
nas formas padrao e comercial ndo apresentaramerfes significativas. Estes resultados
diferem da maioria das pesquisas, que relatam origidade maior do produto comercial
guando comparada a do ingrediente ativo (e.g. Qeskam e Streibig, 2005; Pereira et al.,
2009; Beggel et al., 2010; Mullin, 2015; Kroon bt 2015). Entretanto, Pessoa et al. (2011),
ao compararem a toxicidade do carbofuran e a derseluto comercial Furad&r850 SC
para larvas de peix@reochromis niloticusencontraram valores similares des&86h para
estes compostos, indicando que a poténcia toxicagiediente ativo ndo foi afetada pelas
substancias “inertes” adicionadas na formulagcdoecoia, como ocorrido no presente
estudo. Testes de toxicidade com outras espéciedgee utilizando o ingrediente ativo
padrdo e sua formulacdo comercial sdo necessgn@spodem revelar respostas toxicas
diferentes das obtidas neste estudo, tanto dewslangredientes inertes associados como
pelas respostas de toxicidade serem normalmengeiesgspecificas.

Como esperado, o herbicida diuron foi altamentetda microalgaR. subcapitata,
enguanto que o inseticida/ acaricida/ nematicidaataran foi somente levemente toxico a
esta espécie. A alta toxicidade do diuron sobrasadgplantas aquaticas deve-se ao modo de
acao especifico deste composto sobre organismatsd@intos. Este herbicida liga-se ao sitio
da plastoquinona (QB) na proteina D1, blogueantiarsporte de elétrons no fotossistema
Il e, consequentemente, inibindo o processo das$attese (Krieger-Liszkay, 2005). Ja o
carbofuran € um inibidor da acetilcolinesteraseysmerado muito toéxico para peixes e
invertebrados aquaticos (Ibrahim e Harabawy, 20d@em n&o possui um modo de acao

especifico em organismos autotréficos.
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Neste estudo, o diuron e o carbofuran causaranogtéixicos significativos sobre o
crescimento populacional d& subcapitataAs curvas de crescimento das algas apés 96h
de exposigcdo aos agrotoxicos mostraram reducédsrdadade de células em comparacéo
ao controle nas maiores concentragfes dos compoAtém disso, 0s agrotoxicos
apresentaram concentracdes que inibiram signifeiaiente a taxa de crescimento das algas.
Estes dados estdo coerentes com os de outrossauisrguais relataram os efeitos destes
agrotoxicos sobre o crescimento celular de micesal@.g. Arzul et al., 2006; Ma et al.,
2006a, 2006b; Zhang et al., 2012).

Magnusson et al. (2008) estudaram o efeito dehedsicidas (diuron, hexazinona e
atrazina) sobre duas microalgas bentonicasNawicula sp. (Heterokontophyta) e
Nephroselmis pyriformi§Chlorophyta) e observaram que o diuron causaeuiilbicdo da
taxa de crescimento e foi, dentre os trés, o quesaptou maior toxicidade para ambas as
algas. Ma et al. (2006b) avaliaram a toxicidadd@e&erbicidas sobre a ala subcapitata
e, considerando o parametro inibicdo de crescimenberbicida diuron foi 0 mais toxico.
Larras et al. (2013) analisaram a sensibilidadd despécies de diatomaceas bentbnicas
para diuron e demonstraram através de curvas dibiielade das espécies (SSDs) que
diuron foi altamente toxico para as algReducdes na densidade e taxa de crescimento
podem alterar a composicdo de comunidades de plgastonicas e bentbnicas. Varios
estudos revelaram efeitos negativos da exposic8ituden sobre a biomassa (em niveis de
clorofilaa) e a producao priméria em comunidades de fitopd@n@erschbacher e Ludwig,
2004; Knauert et al., 2008, 2009; Knauer et alL2®@ perifiton (McClellan et al., 2008;
Tlili et al., 2008, 2010; Ricart et al., 2009; Lappoval et al., 2010).

O valor de GJo-96h pareR. subcapitat&xposta ao diuron (ingrediente ativo padréo)
encontrado neste estudo foi préximo ao verificado Fai et al. (2007), menor do que o
registrado por Zhang et al. (2012) e maior do qualor observado por Ma et al. (2006b)
(Tabela 5). Em comparacdo com outros organismagrafitos, R. subcapitatdoi mais
sensivel ao diuron do que a cianobact&yamechococcusp., as algag\chnanthidium
minutissimum Chaetoceros gracilisCraticula accomodaDesmodesmus subspicatas
Navicula forcipatae a macréfitd.emna minor embora menos sensivel do que outras 8

espécies de algas, como pode ser observado naabel
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Tabela 5.Valores de toxicidade (6dou CEo) obtidos a partir da literatura para diferentes
espécies autotroficas expostas aos agrotéxicosrdaucarbofuran.

Parametro  Valor (ug L™) Referéncia
DIURON
Synechococcus sp. CEs;0 96h 110,0 Bao et al. (2011)
Achnanthidium minutissimum Clso 96h 108,0 Larras et al. (2012)
Chaetoceros gracilis Clso 72h 36,0 Koutsatftis e Aoyama (2006)
Chilorella pyrenoidosa Clso 96h 2,3 Ma et al. (2002b)
Chilorella vulgaris Clso 96h 4,3 Ma et al. (2002a)
Craticula accomoda Clso 96h 1734,0 Larras et al. (2012)
Desmodesmus subspicatus Clso 72h 46,3 Masojidek et al. (2011)
Dunaliella tertiolecta CEs;0 96h 9,2 DeLorenzo et al. (2013)
Navicula forcipata Clso 96h 27,0 Gatidou e Thomaidis (2007)
Nephroselmis pyriformis Clso 72h 4,7 Magnusson et al. (2008)
Raphidocelis subcapitata Clso 96h 10,4 Presente estudo
Raphidocelis subcapitata Clsg 72h 10,5 Faietal (2007)
Raphidocelis subcapitata Clso 96h 0,4 Ma et al. (2006b)
Raphidocelis subcapitata Clso 72h 22,3 Zhang et al. (2012)
Scenedesmus obliquus Clso 96h 4,1 Ma (2002)
Scenedesmus quadricauda Clso 96h 2,7 Ma et al. (2003)
Skeletonema costatum Clso 96h 5,9 Bao et al. (2011)
Thalassiosira pseudonana Clso 96h 4,3 Bao et al. (2011)
Lemna minor Clg0 168h 28,3 Gatidou et al. (2015)
CARBOFURAN
Anabaena flos-aquae Clso 96h 7926,3 Ma et al. (2006a)
Microcystis aeruginosa Clso 96h 4649,7 Ma et al. (2006a)
Microcystis flosaquae Clso 96h 11260,5 Ma et al. (2006a)
Chaetoceros gracilis CEs 72h 5110,0 Arzul et al. (2006)
Chilorella pyrenoidosa Clso 96h 14633,3 Ma et al. (2006a)
Chilorella vulgaris Clso 96h 7864,6 Ma et al. (2006a)
Chlorella vulgaris CEs 72h 9960,0 Arzul et al. (2006)
Phaeodactylum tricornutum CEso 72h 7130,0 Arzul et al. (2006)
Raphidocelis subcapitata Clso 96h 7426,5 Presente estudo
Raphidocelis subcapitata CEs 72h 2600,0 lesce et al. (2006)
Raphidocelis subcapitata Clso 72h 158,2 Dobsikova (2003)
Raphidocelis subcapitata Clso 96h 6219,1 Ma et al. (2006a)
Scenedesmus acutus Clso 96h 6774,5 Ma et al. (2006a)
Scenedesmus quadricauda Clso 96h 37875,6 Ma et al. (2006a)
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O diuron também causou alteracdes fisioldgicas técmlo de clorofilaa) e
morfologicas (complexidade e tamanho celular) éhslas algais d®. subcapitataApos
96h de exposicao, verificou-se neste estudo quieirordaumentou significativamente o
contetdo de clorofila nas células algais (observado tanto pela conggatreelular como
pela fluorescéncia) e também a complexidade e arthmcelular das algas, em comparacao
com o controle. Efeitos similares sobre o teorldeofila a ja foram observados em outros
estudos onde microalgas foram expostos a inibidiwdetossintese como a atrazina (Adler
et al., 2007), o isoproturon e terbutrina (Riobbal ¢ 2002) e também ao diuron (Magnusson
et al., 2008; Stachowski-Haberkorn et al., 2013ghNusson et al. (2008) sugeriram que este
efeito poderia ser uma estratégia para comperasgicedo diuron. A medida que o herbicida
inibe a fotossintese, as células podem produzs obaiofila, a fim de maximizar a captacao
de luz. Em relagéo a complexidade e o tamanhoaralelativo, Stachowski-Haberkorn et
al. (2013) observaram uma diminuicao significatieates parametros quando as células da
microalgaTetraselmis suecicéoram expostas ao diuron, apresentando assimtadesl
contrarios aos observados pRrasubcapitatano presente estudo.

Para o carbofuran, alguns estudos ecotoxicolédicam realizados com microalgas
(e.g. Arzul et al., 2006; Dobsikova, 2003; lescalet2006; Ma et al., 2006a). Ma et al.
(2006a) examinaram os efeitos de cinco inseticadabamatos, entre eles o carbofuran,
sobre trés cianobactérias e cinco algas verddssaraaram que a cianobactévicrocystis
aeruginoséee a algaR. subcapitatgnomeada neste estudo Selenastrum capricornutym
foram as espécies mais sensiveis ao carbofuranl éral. (2006), ao avaliarem a taxa de
crescimento de algas expostas ao carbofuran,caggfin que este agrotoxico causou efeitos
horméticos significativos na al@zhlorella vulgaris em que a concentragédo de 880 [fg L
de carbofuran estimulou o crescimento e concergsagartir de 4620 pglide carbofuran
reduziram a taxa de crescimento desta alga. Alésodestes mesmos autores observaram
inibicdes significativas nas taxas de crescimeawalgas marinhahaetoceros gracilie
Phaeodactylum tricornuturnfzizullah et al. (2011) em um trabalho realizadan Euglena
gracilis mostrou que o carbofuran pode influenciar na miatile e orientacdo deste
organismo.

No presente estudo, o valor des&36h paraR. subcapitataexposta ao carbofuran
(ingrediente ativo padréo) foi proximo ao registrgar Ma et al. (2006a), porém maior do
que os valores observados por DobSikova (2003kee let al. (2006) (Tabela 5). Em

comparacdo com outros organismos autotrofiéds subcapitatafoi mais sensivel ao
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carbofuran do que a cianobactéuarocystis flosaquae as alga€hlorella pyrenoidosa
C. vulgarise Scenedesmus quadricayadamo pode ser observado pela Tabela 5.

O carbofuran causou alteragdes fisiologicas (calteie clorofilaa) e morfologicas
(complexidade e tamanho celular) nas células ald@R. subcapitataSimilarmente ao
observado para o diuron, o carbofuran também awmengnificativamente o conteudo de
clorofila a nas células algais, além da complexidade e dontameelular, em comparacao
com o controle. No estudo de Megharaj et al. (1,998pncentracao de cloroféga(ug mL
1y de Chlorella vulgaris aumentou em concentragdes de 2 e 5 Mg ldiminuiu em
concentracGes acima de 10 mg He carbofuran. Segundo estes autores, o aparelho
fotossintético desta alga foi grandemente pertwhead células cultivadas na presenca de
carbofuran. No presente estudo, provavelmente @aimuo contetdo de clorofitapode
ser uma estratégia para compensar a acao do caaiobre o aparelho fotossintético de
R. subcapitataDe acordo com Azizullah et al. (2011), um prodgidmico pode afetar o
tamanho e formato da célula por exercer stress @noOu interagir com a membrana
plasmatica da célula. Estes mesmos autores dermaamtem seu trabalho que o carbofuran
afetou a forma da célula driglena gracilis A interacdo do carbofuran com propriedades
da membrana (Azizullah et al., 2011; Megharaj et #93) pode ser uma possivel
explicacéo para as alteracfes sobre a complexglademanho celular de. subcapitata
no presente estudo.

No Brasil, os agrotdoxicos diuron e carbofuran foratetectados em altas
concentracGes nos ambientes aquéticos, sendodeste8 a 408 pgtpara o diuron (e.g.
Britto et al., 2012; Dantas et al., 2011; Dorealgt2009; Paschoalato et al., 2008) e de 0,1
a 68,8 ug t* para o carbofuran (e.g. Caldas et al., 2011; Catrb, 2008; Loro et al., 2015;
Ribeiro et al., 2013). De acordo com estas conagdés reais, o diuron apresenta alto risco
ecologico de causar efeitos toxicos sobre as algasorpos d’agua brasileiros, podendo
alterar a composicao e estrutura das comunidadeguacionamento dos ecossistemas
aquaticos. No caso do carbofuran, se este composteesse isoladamente no ambiente, 0s
organismos autotréficos estariam aparentementegidats. No entanto, como o carbofuran
ocorre em misturas com outros agrotoxicos, como ggamplo o diuron, interacdes
sinérgicas podem ocorrer, afetando diretamenteopsl@cdoes de algas. Além disso, as
concentragcdes ambientais observadas para o caahqiodem causar efeitos tdxicos sobre
consumidores primarios sensiveis (e.g. microcresge larvas de peixes) e indiretamente

afetar as microalgas pela reducao de seu predador.
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4.2. Efeitos toxicos dos compostos em mistura

Neste estudo, os resultados dos testes de toxecttianhistura de diuron e carbofuran
foram analisados utilizando os dois modelos deé&atea, a Adicdo de Concentracao (CA)
e a Acao Independente (IA). A priori, considerasdmente o modo de acao especifico de
cada composto sobre os organismos, o0 modelo |Arideser selecionado. No entanto, em
relacdo ao agrotéxico diuron, o modo de acdo segpécies autotréficas esta bem definido,
mas 0 mecanismo de acdo de carbofuran sobre asalg@&s ainda ndo esta claro. Segundo
Walter et al. (2002), para a maioria dos compogtdsnicos que ocorrem no ambiente,
frequentemente ndo existem informacdes suficiestdse os seus modos de acédo que
permitiiam classificd-los em grupos de acéo sirefdaou diferentes. Assim, quando os
modos de acdo dos produtos quimicos sdo desconkealduns autores (e.g. Loureiro et
al., 2010; Pavlaki et al., 2011) sugerem que os chaidelos (CA e IA) sejam utilizados e 0
gue melhor se ajustar aos dados seja selecionado.

Faust et al. (2003) testaram misturas de 16 biscatan mecanismos de acgao
diferentes sobre a al@cenedemus vacuolatesiemonstraram que o modelo conceitual IA
apresentou uma melhor previsdo quando comparadwedelo CA. O efeito da mistura de
niquel e clorpirifés foi testado ao cladécddaphnia magnae neste estudo ambos o0s
modelos (CA e IA) foram igualmente bem ajustaves@dos, mostrando 0 mesmo padréo
de desvio (Loureiro et al., 2010). Backhaus €R&I04) investigaram a toxicidade da mistura
de 12 feniluréias a alg&. vacuolatusEstes autores, reconhecendo que 0s compostos
apresentavam modos de acgéo similares, esperavaapgonas o modelo CA teria um bom
poder preditivo para os efeitos das misturas, temém, o conceito de IA provou ter um igual
poder para prever as toxicidades das misturasnilari&as (Backhaus et al., 2004).

No presente estudo, os dados dos testes de tajecttamistura dos agrotoxicos se
ajustaram bem em ambos os modelos de referénciae (&), mas apresentaram desvios
diferentes. Para o modelo CA, o desvio dependenfgaporcéo da dose (DR) apresentou
o melhor ajuste e indicou antagonismo em altasasuracdes de carbofuran e baixas de
diuron e sinergismo em altas concentracdes do mi@roaixas de carbofuran, sendo que o
sinergismo da toxicidade da mistura foi causadacgralmente pelo diuron. Para o modelo
de 1A, o desvio sinergismo/antagonismo (S/A) apreseo melhor ajuste para os dados e

indicou interacfes sinérgicas entre os agrotoxitm®n e carbofuran quando misturados.
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De modo geral, os dois modelos evidenciaram a @&ceoia do sinergismo na mistura destes
compostos, principalmente quando o diuron € o gmduimico dominante na mistura.
Além disso, considerando que as concentragfes wendiestadas sdo ambientalmente
relevantes e que somente baixas concentracOesliguran podem ocorrer no ambiente, o
efeito de sinergismo da mistura destes compostugi€ provavel ocorrer nos ecossistemas
aquaticos.

De acordo com dos dados da literatura, este éepa estudo feito para avaliar os
efeitos da mistura do diuron e do carbofuran sabmeicroalgaR. subcapitataPara esta
espécie, estudos de misturas foram realizadoszartdio outros agrotoxicos. Como exemplo,
podem ser citadas as pesquisas de Perez et al),(0& analisaram os efeitos de misturas
binarias de herbicidas (atrazina, simazina, teldmitia e metolacloro) sobre a taxa de
crescimento d&. subcapitatee de Fernandez-Alba et al. (2002), que avaliararefeitos
de misturas binarias de herbicidas (diuron, irgatobutilestanho e Kathon 5287) e
fungicidas (clorotalonil, diclofluanida e TCMTB) lm@® R. subcapitatalnomeada como
Selenastrum capricornotymAs misturas binarias de herbicidas (irgarol erah) e um
herbicida e fungicida (irgarol e clorotalonil; irgh e TCMTB) causaram interagdes
sinérgicas no estudo de Fernandez-Alba et al. (2002

DelLorenzo e Serrano (2003) analisaram a toxicidkdduas misturas (atrazina e
clorpirifés; atrazina e clorotalonil) para a algarmhaDunaliella tertiolecta(Chlorophyta).

A mistura de atrazina (herbicida) e clorpiriféssg@ticida) exibiu uma toxicidade aditiva,
enguanto que a mistura de atrazina e clorotalfumig{cida) causou um efeito sinérgico,
sendo que a toxicidade da mistura foi aproximadae@mezes maior do que a dos produtos
quimicos individuais (DeLorenzo e Serrano, 2003).

Em uma recente revisao feita por Cedergreen &Gl4), estes autores encontraram
que em 95% dos 69 casos sinérgicos descritos |gaodORICOS, as misturas sinérgicas
incluiam inibidores da colinesterase ou fungicidaélicos. Segundo estes pesquisados,
ambos os grupos de agrotoxicos sdo conhecidosifgoferirem na degradacdo metabolica
de outros xenobidticos. No entanto, casos de smeegvolvendo um inibidor de
colinesterase nas misturas binarias de agrotoyiams organismos autotréficos nao foram
ainda relatados (Cedergreen et al., 2014). Assessalta-se a importancia do presente
estudo, que mostra um caso de interacao sinérgicasdura de um inibidor de colinesterase

(carbofuran) com uma feniluréia (diuron) para uneroalga.
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No que se refere a toxicidade ao organismo, asagies entre os produtos quimicos
podem afetar diversos processos, tais como biadiisiidade, adsorcdo, distribuicéo,
metabolismo (biotransformacéo), ligacdo ao sitio &l excrecdo (Cedergreen et al., 2014).
De acordo com Cedergreen et al. (2014), as intesaginérgicas sao provavelmente
causados pelas interacdes em torno de um ou neesdeocessos. Belden e Lydy (2000)
verificaram que a mistura de uma trazina (atrazoo@) um organofosforado (clorpirifés)
causou interagdes sinérgicas em larva€dieonomus tentansD aumento da toxicidade
destes compostos em mistura foi explicado pelo d@catrazina aumentar as taxas de
biotransformacédo do composto organofosforado, atenveo-o num metabdlito mais téxico
(Belden e Lydy, 2000). Cedergreen et al. (2014ppseram que a interacdo sinérgica entre
metais e herbicidas inibidores de fotossinteserganismos autotréficos poderia ser devido
a interacdo de metais com enzimas responsaveisgpaleacao, o que impediria a reparacao
do fotossistema Il danificado e também dos danosatibs pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS) produzidas pela inibicdo da fotaesi® e pelos proprios metais. Embora
existam exemplos de mecanismos que causam sinamgiaspécies de invertebrados e
organismos autotroficos, ndo existe na literaturbormacdes sobre um mecanismo
semelhante que possa explicar as interacGes siagrga mistura do diuron e do carbofuran
sobre a alg®. subcapitata

Segundo Neuwoehner et al. (2010), para a &gaubcapitataos produtos de
degradacéo de diuron (3,4-DCA, DCPU, MCPDMU) sdoasddxicos do que o composto
parental. Assim, talvez o0 aumento das taxas deab&fibrmacéo de diuron ndo explicariam
0 aumento da toxicidade e/ subcapitataPara trabalhos futuros, sdo importantes estudos
sobre os mecanismos responsaveis pelo sinergistmeocediuron e o carbofuran.

Estudos realizados no Brasil (e.g. Carbo et al082®ouza, 2006) e em outros
lugares do mundo (Bacigalupo e Meroni, 2007; Fagpiet al., 2010; Masia et al., 2015)
revelaram a presenca simultanea de diuron e cadrofos ambientes aquaticos analisados.
De acordo com os resultados deste estudo, a peederdjuron e carbofuran em mistura no
ambiente aquatico pode levar a um aumento de ttadei para as algas e, portanto, causar
efeitos mais devastadores nos ecossistemas. Assila, uma melhor protecdo dos
ecossistemas aquaticos, faz-se necessario que éasiagy reguladoras considerem a
toxicidade de misturas e n&o apenas as concengraegeras para compostos individuais,

uma vez que a mistura de diversas substancias@pgmicomum nos ambientes aquaticos.
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5. Conclusodes

Os resultados dos efeitos da mistura dos agrot®xiicwon e carbofuran sobre a alga
R. subcapitataobtidos neste estudo sdo inéditos. De acordo ca@juste dos dados aos
modelos de referéncia CA e IA, interacdes sinésgtdre estes agrotoxicos podem ocorrer,
principalmente quando o diuron é o produto quindooninante na mistura. Casos de
sinergia envolvendo um inibidor de colinesterasen@stiuras binarias de agrotéxicos para
organismos autotréficos ndo foram relatados neatitea até o presente momento, o que
revela a importancia deste estudo. Para esta espgmécificamente e produtos comerciais,
a toxicidade dos ingredientes ativos nas formasdpaeé comercial ndo apresentaram
diferencas significativas, indicando que a potétiaa do ingrediente ativo ndo foi afetada
pelas substancias “inertes” adicionadas na forrdolagmercial. A partir dos resultados dos
testes de toxicidade individuais, ambos os agrot&causaram efeitos toxicos adversos
sobre a microalgd&. subcapitata Concentracdes ambientalmente relevantes de diuron
inibiram significativamente o crescimento populaelbdas algas e causaram alteragbes
fisiol6gicas (conteudo de clorofila a) e morfol@gqcomplexidade e tamanho celular) nas
células. Apesar dos efeitos toxicos de carbofu@rrerem em altas concentracdes, este
agrotoxico em baixas concentraces pode interagir @ diuron, e aumentar a toxicidade
deste sobre as algas. O aumento da toxicidade eatyescimento das algas causada pela
mistura de diuron e carbofuran poderia represemtarrisco ambiental maior para o
fitoplancton. Assim, uma vez que o diuron e o chnam sdo encontrados em mistura nos
ambientes naturais, nossos resultados reforcaragjaealiacdes de risco ecoldgicos devem
considerar a toxicidade de misturas, a fim de esité@ ou sobre-estimacéo dos seus efeitos

sobre a comunidade fitoplanctonica.
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Capitulo 2

Efeitos dos agrotoxicos diuron e carbofuran em sudsrmas padrao e comercial sobre

Paramecium caudatum: o uso de protozoarios em Ecotoxicologia

Resumo

Os efeitos toxicos dos agrotoxicos diuron e cantaofitsobre o protozoario de agua doce
Paramecium caudaturforam avaliados. Para isso, testes de toxicidguelaae cronica
foram realizados com diuron e carbofuran, nasfeuass padrdo e formulacdes comerciais,
Diuron NortoX¥ 500 SC e Furad&350 SC, respectivamente. A faixa de sensibilidacdfe. d
caudatuma substancia de referéncia cloreto de sédio tanfbémstabelecida. Os testes
indicaram que a toxicidade do diuron padréo e ddaunulacdo comercial foi semelhante,
enguanto que o carbofuran comercial foi mais tége@ue a sua forma padrao. Nos testes
de toxicidade aguda, as leituras foram realizadag,e3, 4 e 6 horas e evidenciaram um
aumento da mortalidade com o aumento do tempo pes&éo. A sensibilidade de.
caudatumao NaCl variou de 3,31 a 4,44 ¢,.Lcom média de 3,88 gL Para o diuron, a
CLso-6h foi de 64,6 + 3,3 mgtpara a sua forma padrdo e 62,4 + 2,5 mgara a sua
formulacdo comercial. O carbofuran foi menos toxiimoque diuron, apresentando uma
Clso-6h de 142,0 + 2,4 mgtpara a sua forma padrdo e 70,4 + 2,2 mgéra o seu produto
comercial. Os testes de toxicidade cronica demanastr que estes agrotoxicos causam uma
diminuicao significativa no crescimento populacipna niumero de geracdes e na biomassa
deP. caudatumO valor de Gk-24h foi de 7,10 + 0,58 mgipara o diuron padréo, 6,78 +
0,92 mg ! para o diuron comercial, 22,95 + 3,57 mypara o carbofuran padréo e 4,98 +
0,62 mg L para o carbofuran comercial. Nossos resultadasaram queP. caudatunfoi

um organismo-teste adequado e sensivel para asaleicidade dos agrotoxicos diuron e
carbofuran para o protozooplancton de agua dotandp em conta o papel relevante dos
protozoarios nos ambientes aquaticos continemesmendamos fortemente a sua inclusao
em estudos ecotoxicoldgicos.

Palavras-chavesCiliado; organismo-teste; toxicidade; herbicidaeticida
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1. Introducao

Os agrotoxicos tém por objetivaumentar a produtividade agricola, mas seu uso
indiscriminado pode causar problemas graves devidontaminacdo ambiental, que pode
levar a grandes perdas de biodiversidade (Carvalb@g), e problemas de saude publica
(Daam e Van den Brink, 2010). Um dos principaisbfgmas com a utilizacdo destes
compostos € que, como nado sao totalmente seletlasspodem causar efeitos téxicos em
organismos néo-alvo, 0 que representa uma ameega fiancionamento dos ecossistemas
terrestres e aquaticos (Schreinemachers e Tipra§4a). Quando aplicado ao solo e/ ou
plantas, e, dependendo da persisténcia do compmstambiente, 0s agrotoxicos séo
submetidos a uma série de processos bioticos Balsigue podem envolver a degradacao
e/ ou transporte através de deriva, lixiviacaom@a@asento superficial a diferentes matrizes
ambientais (e.g. agua, sedimento, solo) (WilsonoesF 2006). Assim, o0 risco de
contaminacdo da agua no ambiente € bastante ewidespecialmente quando um
ecossistema agricola e corpos d’agua estdo enitegireximidade (Abhilash e Singh,
2009).

Condicdes geoclimaticas de cada ecossistema igfarandiretamente os efeitos
toxicos dos agrotoxicos aos organismos nao-alveinsavaliacdes de risco ambiental
dessas substancias em condic¢des tropicais saciedsmmte recomendadas (Daam e Van
den Brink, 2010), considerando-se que nos tropidesido a mobilidade relativamente
elevada dos agrotoxicos no solo e as chuvas teaientequentes no verao, muitos
defensivos aplicados nas culturas sao lixiviadeges residuos podem ser encontrados em
aguas superficiais e subterraneas (Pinheiro &GilQ; Wightwick e Allinson, 2007). Além
disso, fatores tais como a qualidade do solo, detara a mobilidade dos compostos, e
temperaturas mais elevadas que aumentam a sohdalabs produtos em agua e a absorcéo
por organismos nao-alvo, contribuem para o aumdgogaiscos ambientais (Sanchez-Bayo
e Hyne, 2011).

Atualmente, o Brasil € o maior consumidor de agdiotis no mundo, seguido pelos
EUA (Pelaez et al., 2013). Entre os pesticidagpdie carbofuran ocuparam em 2013 a 132
e 262 posicado no ranking de vendas, respectivamsetelo que 6100,96 toneladas de
ingrediente ativo de diuron e 1739,81 toneladasgeediente ativo de carbofuran foram
vendidas (IBAMA, 2014). O estado de Sédo Paulo ég@édo que mais consome 0S

agrotoxicos diuron e carbofuran, representand@ertvamente, 41% e 62% das vendas
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totais, sendo usados principalmente em plantagdearth de aglcar. No entanto, em varias
outras regifes do Brasil ja foi relatada a contagio de aguas superficiais e subterraneas
por estes compostos. As concentragfes maximadatiegara diuron estiveram na faixa
de 0,9 a 408,0 pngi(Britto et al., 2012; Dantas et al., 2011; Dorealg 2009; Paschoalato

et al., 2008) e para carbofuran foram na faixa, l&®8,8 g 1* (Caldas et al., 2011; Carbo

et al., 2008; Loro et al., 2015; Ribeiro et al.12pD

O diuron é um herbicida pertencente a familia &nitla e da subclasse feniluréia.
Este composto inibe a fotossintese pelo blogueicadizia de transporte de elétrons no
fotossistema Il em microrganismos e plantas fatbétscas (Giacomazzi e Cochet, 2004).
E amplamente utilizado em muitas culturas agricalasio cana de agtcar, citros, algod&o,
café, dentre outras, e sua dispersdo pode levaold@gico do ambiente aquatico
principalmente por lixiviagdo do solo, conformeigatio pelo seu indice de vulnerabilidade
de aguas subterrane&réundwater Ubiquity ScoreGUS) de 2,58 (Cerdeira et al., 2015;
Gooddy et al., 2002). Devido a sua elevada persigt&um més a um ano), o diuron pode
ser encontrado em muitas matrizes ambientaisctas solo, sedimento e 4gua (Field et
al., 2003). O herbicida diuron é conhecido porligeiramente toxico para os mamiferos e
aves, moderadamente tOxico para 0s peixes e pOximo para os invertebrados aquaticos
(Giacomazzi e Cochet, 2004).

O carbofuran é um inseticida, acaricida e nematicahhecido por ligar-se a enzima
acetilcolinesterase, inibindo a sua acao sobreetil@dina (Pessoa et al.,, 2011). Este
carbamato € usado em quantidades crescentes eroxdmprroz, algodao, café, cana de
acucar, feijao e milho (Ehler, 2004). Ambientes&apos sao particularmente propensos a
contaminagdo por carbofuran como indicado peldrsione de GUS de 4,52, caracterizando
um risco relativamente alto de ser transportadsadio de areas de aplicacéo aos corpos de
agua adjacentes apos eventos de chuva (Carbp2€iG8; Ribeiro et al., 2013). O agrotoxico
carbofuran € considerado altamente toxico para, aledhas e animais aquaticos, como
peixes e invertebrados (Coletiva SPA, 2002; Ibradidarabawy, 2014).

Uma avaliacdo aprofundada dos efeitos do diuroro eatbofuran para a vida
aquatica exigiria, evidentemente, uma investigag&os sistematica, envolvendo uma
variedade de organismos-teste. Entre os organisdmsilvo, 0s protozoarios ciliados séo
importantes componentes do ecossistema aquati@semgpenham um papel crucial no
funcionamento das teias alimentares (Madoni, 2B@éman et al., 2008). Os ciliados agem

como um elo entre a producdo bacteriana e os mmegusecundarios (Fenchel, 1987) e
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desempenham funcdes importantes, tais como: aundenfmrocesso de remineralizacao
(Sherr e Sherr, 1984), controle da densidade haeste(Mansano et al., 2014) e mudancas
na morfologia e composicao taxondmica das comuesgladcterianas por predacgéo (Corno
et al., 2008). Além disso, protozoarios sao preasorganismos superiores e, como
consequéncia, os contaminantes podem ser potercitdriransferidos ao longo das cadeias
alimentares e afetarem organismos de niveis t®f@gperiores (Mortuza et al., 2005;
Gerhardt et al., 2010). Assim, os efeitos de sulo8 toxicas sobre 0 componente protista
de comunidades microbianas podem alterar a cad#ieat e significativamente afetar o
equilibrio dos ecossistemas aquaticos (Trielli.e2807).

Somando-se aos atributos ecoldgicos, os protomai@dos também tém as
vantagens de ter ciclos de vida curtos, distrituggsmopolita, simplicidade estrutural, alto
grau de reprodutibilidade e respostas rapidasrasrpacées ambientais de forma integrada
e continua, cumprindo todos os requisitos parausado como organismos-teste em
avaliacdes de risco e impacto ambiental (Tan gR@lL0). Além disso, varias espécies de
protozoarios podem ser cultivadas em laboratofiocemdicdes muito semelhantes aquelas
na natureza, tornando suas respostas biolégicasanafiaveis (Delmonte Corrado et al.,
2006).

Estudos sobre as interacdes de protozoarios camenqtes ambientais sdo escassos
em comparagdo com outros microrganismos (por exerbattérias e algas), apesar do fato
dos ciliados serem faceis de manter em culturaemseonsiderados modelos bioldgicos
confiaveis e, portanto bons candidatos para ut#iaeem bioensaios (Delmonte Corrado et
al., 2006; Gomiero et al., 2013). Os protozoariée possuem parede celular e, assim,
respondem mais rapido aos estimulos externos gquaaia dos outros microrganismos.
Testes realizados com a célula eucariotica Tadgrahymena pyriformismostraram
significativamente maior sensibilidade a diferentastais e xenobidticos, como por
exemplo aos inseticidas, em comparagio com testésrianos, tais como o teste Micrdtox
(Bogaerts et al., 2001; Bonnet et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos ddgi dos agrotoxicos diuron e
carbofuran, utilizando o protozoario ciliaBaramecium caudaturromo organismo-teste.
Os objetivos especificos foram: (I) determinariadale sensibilidade deste protozoario a
uma substancia de referéncia, tendo em vista auslisacdo rotineira em testes de
laboratorio; (II) Determinar a Gk (2, 3, 4 e 6 horas) do diuron e do carbofurarateki

tanto o ingrediente ativo padrdo como o produtoerecral; (111) Avaliar os efeitos cronicos
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(24 horas) do diuron e do carbofuran (padréo e ooalesobre as variaveis crescimento

populacional, nUmero de geracdes e biomassa.

2. Materiais e Métodos

2.1.Cultivo e manutencéo de protozoarios ciliados

Paramecium caudatunkEhrenberg, 1833 (Protozoa, Ciliophora) foi inigiahte
isolado do Reservatério do Monjolinho, Sdo CarleB, Brasil e mantido em culturas
estoque por mais de cinco anos na Colecdo de @siltdo Laboratério de Ecologia de
Microrganismos Aquaticos da Universidade Federé@é&ie Carlos.

Este ciliado foi cultivado em tubos de ensaio cotideagar inclinado (2%), um gréo
de arroz com casca estérii e agua mineral Miffalbaplementado com a bactéria
Enterobacter aerogenamm concentracio de f6élulas mt* (Madoni e Romeo, 2006; Rao
et al., 2007; Wickham e Gugenberger, 2008). A bicte. aerogenegjue serviu como
alimento para o protozodrio foi cultivada em mejaranutriente (pH 6,8 + 0,2) a temperatura
constante de 35 = 2°C durante 24 h (Difco e BBLQ@D0As caracteristicas quimicas da
agua mineral utilizada como meio de cultura foram51 mg [* de bicarbonatos, 16,11 mg
L de célcio, 9,08 mg Lt de magnésio, 1,02 mg'lde potassio, 0,92 mg'Lde sddio, 0,70
mg L de nitratos, 0,13 mgtde sulfatos, 0,11 mgide cloretos, 0,05 mg'ide fluoretos,
0,02 mg L de bario, 0,02 mg'L de estroncio e pH 7,89.

As culturas deP. caudatunforam mantidas em uma incubadora com temperatura
controlada a 25 +°C; fotoperiodo de 12 h luz: 12 h escuro e pH de8/Q5adaptado de
Rao et al., 2007). Os ciliados foram repicados p&# de cultura novo pelo menos a cada
duas semanas para a sua manutencao. Novas ctdiamasiniciadas inoculando-se 10 mL
do meio com 200 pL de uma cultura em fase estatsod&P. caudatumcontendo 50
organismos. Somente os individuos de populacdesasende crescimento logaritmico
(cultura estoque < 72h com base em um experimentorescimento preliminar) foram

utilizados para os testes.
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2.2.Substéancias e solucbes-teste

Os cinco produtos quimicos testados nos ensaidexiedade foram: cloreto de
sédio (NaCl) da Lafan Quimica Fina Ltda (Brasiliyrdn (N-(3,4-dichlorophenyl)-N,N-
dimethyl-urea) da Sigma-Aldrich, Diuron Norfv»500 SC da Nortox S/A (Brasil),
carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethyl-7- benzofurdany-methylcarbamate) da Sigma-
Aldrich e Furadafi 350 SC da FMC (Brasil). O primeiro composto fai@hido porque é
uma substancia de referéncia adequada para uswmirotiem testes de sensibilidade
(Environmental Canada,1990) e foi utilizada pataledecer a faixa de sensibilidadeRle
caudatum Os seguintes compostos foram os agrotoxicozarditis nos testes de toxicidade
aguda e crobnica.

Os produtos quimicos cloreto de sédio, diuron bafaran apresentaram alta pureza
(> 99%,> 98% e> 98%, respectivamente). O grau de pureza da fogaalaomercial
Diuron NortoX’ 500 SC é de 50% m/v de ingrediente ativo (69,4% ae/ ingredientes
inertes) e do Furad&mB50 SC é de 35% m/v de ingrediente ativo (65%ade/ingredientes
inertes). As soluctes estoque de cloreto de sd@id ¢ L), de diuron administrado como
Diuron Nortox® 500 SC (1000 mg?), de carbofuran padrdo (300 mg)le de carbofuran
administrado como Furada®50 SC (1000 mg 1) foram preparadas pela diluicdo de uma
guantidade especifica de cada composto em agukdasmediatamente antes dos testes,
com a excec¢édo do diuron padréo, o qual foi prejpaeswl acetona grau analiticostsO;
LabSynth) devido a sua baixa solubilidade em a86s6(mg L* a 20C). Por sua vez, as
concentrac6es nominais de cada composto testaam fobtidas pela diluicdo da solucéo
estoque em meio de cultura (Agua mineral Mirfjlba

Para confirmar as concentracdes nominais inicidiézadas nos ensaios, as
solucbes-teste foram analisadas em cromatografotagle alta eficiéncia (HPLC) (Agilent
Technologies series 1200, Waldbronn, Alemanha)pago com um detector de arranjo de
diodos (DAD). As condi¢cBes cromatogréaficas de aealoram: coluna C18 Zorbax ODS
(250mm x 4,6mm xtm) (Agilent Technologies, USA) e temperatura dedode 25°C. A
fase movel isocratica utilizada foi acetonitrilgua Milli-Q (70:30, v/v) durante 6 minutos,
seguido degpost timede 2 minutos, com volume de injecdo de 20 pL a texfluxo de 1,0
mL mint. A acetonitrila grau HPLC foi obtida da Merck (Alanha). As analises foram
realizadas em triplicatas. Com base nos sinaibsierlbancia observados no espectro DAD

das solucbes-padréo e a partir da literatura (Gappeal., 2012; Liyanage et al., 2006; Qun
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e Rohrer, 2012; Rocha et al., 2013), o diuron@&bafuran foram detectados e quantificados
a 254 nm e 280 nm, respectivamente. Os tempostelecé® medios encontrados para o
carbofuran e o diuron foram 3,620 e 4,271 minutspectivamente. Os limites de detecc¢éo
e quantificacdo foram de 1,5 ud ke 4,5 pg I para o diuron, respectivamente, e para o
carbofuran foram de 10,7 pgle 32,3 ug L, respectivamente. A precisdo em termos de
repetibilidade, expressa como desvio padrao relafov de 0,76% para o diuron e de 1,38%

para o carbofuran. No Apéndice B, sdo mostradasalgromatogramas (Figuras 1 e 2) e
as curvas analiticas juntamente com as equacOézadds para a quantificacdo dos

compostos (Figuras 3 a 6).

2.3. Testes de toxicidade aguda e cronica

Os testes de toxicidade aguda foram realizadoshkzsa no design experimental
desenvolvido por Moreira et al. (2015) para o estiPhilodina roseolacom as alteracdes
necessdérias para o estudo toxicoldgico utilizandmopoario (periodo de exposicdo e
volume da solugdo-teste). Para os testes de tarieidiguda, 5 concentracdes mais um
controle foram utilizadas, enquanto que para ogsedede toxicidade crénica foram
estabelecidas 6 concentracdes, além de um comvpds. uma série de testes preliminares,
a faixa de concentracdes para cada um dos compgosé&stabelecida e testes de toxicidade
aguda foram realizados com 0s seguintes interndiasoncentracdo nominais: 3,0 a 5,5 g
Lt de cloreto de sodio; 40 a 140 mg He diuron padrdo, 14 a 224 m¢g de diuron
administrado como Diuron Nort8xSC 500; 120 a 240 mgide carbofuran padrdo e 60 a
180 mg ! de carbofuran administrado como Fur&taso SC.

Os testes de toxicidade aguda com o cloreto d® $6dim repetidos 20 vezes, em
intervalos variando entre 30 e 60 dias, para elstedrea faixa de sensibilidade (ou carta
controle) deP. caudatunpara este composto. Para o diuron e o carbofutdizando-se
tanto o ingrediente ativo padrédo como a formulagioercial, os testes de toxicidade aguda
foram repetidos cinco vezes, a fim de determingnxecidade aguda destes produtoB.a
caudatum

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizadosi@ms de relégio (80 mm de
diametro) mantidos individualmente dentro de plata$etri (110 mm de diametro), por
um periodo de exposicdo maximo de 6h. Este tempoexgmsicdo foi escolhido

considerando o tempo de replicacdoRleaudatumdeterminado experimentalmente em



79

boas condi¢cdes de saude (tempo medio de 9,2 lemfotde exposicdo deve ser menor do
que o tempo de replicacdo do protozoario, a finsel@valiar a toxicidade em nivel de
individuo endpointmortalidade).

O controle para todos os testes consistiu de aguarah No caso do diuron padrao,
um controle adicional (agua mineral mais acetooahécessario para determinar o efeito
do solvente sobre a sobrevivéncia dos organismgsiafitidade de solvente adicionado nos
testes foi sempre igual a 0,5% (v/v), concentragsta que ndo causou quaisquer efeitos
toxicos sobre os organismos. Para cada concenttegi@oe controle, quatro réplicas foram
feitas, contendo 1 mL de solucéo-teste e 10 organssem cada réplica. Os ciliados foram
transferidos da cultura estoque em fase logaritpaca cada vidro de relégio por meio de
uma micropipeta de vidro (capilar), sob um micrgscdestereoscopico Leica MZ6, em
aumento de 50x. Para evitar a diluicdo da solueéieto meio de cultura transferido com o
protozoario foi drenado do vidro de relégio com upipeta capilar, e em seguida foi
adicionada a solucéo-teste.

Os experimentos de toxicidade aguda foram man&d®S + £C, sem adicdo de
alimento e na auséncia de luz. O pH, a conduti@dzdtrica, a temperatura da agua e a
dureza foram medidos nas solucdes-teste e comooieicio e no final de cada teste. Para
cada teste de toxicidade, copos de plastico ndca®xontendo 100 mL de cada solucéo-
teste e controle foram preparados antes do erssialiquotas de 1 mL utilizadas em cada
teste foram obtidas a partir desse volume de 10@ mlzolume restante, que era suficiente
para as variaveis a serem medidas, foi colocadoamdadora em conjunto com os testes.
Durante o periodo de 6 horas, leituras foram radéig nos tempos de exposicédo de 2, 3,4 e
6 horas e o numero de individuos mortos nas quépiicas foi contado sob microscopio
estereoscopico. Para cada tempo de exposicdo,centoacdo letal mediana (). foi
calculada. Neste estudo, as células lisadas, daftasou desaparecidas foram consideradas
individuos mortos.

Para os ensaios de toxicidade crénica, adaptagiss feitas a partir de métodos ja
descritos na literatura (e.g. Bonnet et al., 20050 et al., 2007; Gomiero et al., 2013). Trés
testes de toxicidade cronica completos foram raddis com o diuron e o carbofuran
utilizando o ingrediente ativo padréo e o produtmercial. Os bioensaios foram realizados
nos seguintes intervalos de concentragdes nomi&8:a 28 mg i de diuron e de diuron
administrado como Diuron Nort§%00 SC; 1,88 a 60 mg'ide carbofuran e 0,47 a 15 mg
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L de carbofuran administrado como Fur&tiaB0o SC. Estes niveis foram escolhidos com
base nos testes preliminares e de toxicidade aguda.

Os testes de toxicidade cronica tiveram a duraedidoras e foram realizados em
tubos de ensaio (tamanho 15x100mm) contendo 5 mnsbhledo-teste e 50 protozoarios
provenientes de uma cultura em fase logaritmicaréscimento. O controle consistiu de
agua mineral Minaltfa acrescido de bactérids. aerogenegconcentracéo final de 40
células mtY) e um gréo de arroz estéril. Os diferentes tratémseconsistiram de meio de
cultura igual ao do controle, mas contaminados osmagrotoxicos selecionados. Quatro
réplicas foram realizadas tanto para o controlecc@ara cada concentracdo-teste. Os
experimentos foram mantidos sob a mesma tempemafataperiodo das culturas-estoques:
25 £+ 1°C e 12h luz: 12h escuro, respectivamente.

Apos 24 h de exposicdo, os protozoarios foram &igatbm Lugol acido 0,4% e as
células foram quantificadas e medidas sob micrasagico (aumento de 100x) em camara
de Sedgwick-Rafter. O numero de protozoarios era cadcentracéo apos 24 h foi utilizado
para determinar a concentragédo de pesticida relgupara uma inibicdo de crescimento de
50% (Cko). Os biovolumes foram determinados medindo-seérasrsdes das células Be
caudatum(n = 30) e utilizando a equacéo apropriada para mdageomeétrica esferdide
prolato (Hillebrand et al., 1999). A biomassa d®otpzoario foi calculada usando o
biovolume da célula convertido em carbono usandatar de conversao especifico para
ciliados fixados com Lugol (0,19 pg @m3) de acordo com Putt e Stoecker (1989),
multiplicado pelo niumero de individuos BecaudatumBaseado nas densidades celulares,
0 numero de geracoOes (fissdes) foi estimado peglairge formula (Rao et al., 2007%):=
(Log N1 - LogNo) / Log 2, onden é o niumero de geracOég; € o nimero de células em 24

h eNo € o nimero de células em O h.

2.4. Tratamento dos dados e analise estatistica

A CLso para os testes de toxicidade aguda & @ara testes de inibicdo de
crescimento foram calculadas por regressao naarjinglizando a curva logistica de trés
parametros no software Statistica 7.0 (Statsofddp(Dado que o uso de valores deilCE
para expressar a toxicidade nos testes de toxeidazhica tem aumentado ao longo dos
altimos anos (e.g. Landis e Chapman, 2011; Ja@d2)2 valores de Gz ou Cho foram

também calculados neste estudo, utilizando-seva ¢ogistica de trés parametros.
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A faixa de sensibilidade d& caudatunao cloreto de sodio foi estabelecida por meio
de um modelo desenvolvido pela USEPA (1985). Aacemntrole consistiu de um plot dos
valores Clso-6h calculados para cada um dos 20 ensaios. Oedirsiperior e inferior da
faixa sdo mostrados como duas linhas que corresporaddois desvios-padréo acima e
abaixo do valor médio, respectivamente.

Os dados dos testes de toxicidade cronica (inibdgarescimento, niumero de
geracoes e biomassa) foram primeiro testados paraatidade (Teste Qui-quadrado) e
homogeneidade de variancias (Teste de Bartlemeseguida submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). O teste de Dunnett para comp@aeagnultiplas foi aplicado quando as
diferencas foram reveladas em dados que seguirandistnibuicdo normal. Quando o teste
de normalidade falhou, foi utilizado o teste néaap®trico de Kruskal-Wallis e
comparacdes multiplas foram realizadas pelo méted®unn. Nos testes estatisticos, as
diferencas foram consideradas significativas quane©,05. Todas as analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software Statistieeséio 7.0 (Statsoft, 2004).

3. Resultados

3.1.Variaveis abioticas dos testes de toxicidade e ais@#ls quimicas

Durante os testes de toxicidade aguda e cronicadidando pH das solugbes-teste
permaneceu dentro do intervalo de 7,6 e 8,4 eadowmais do que 1,0 unidade no decorrer
do teste. A temperatura da agua das solucOesemstedos os testes de toxicidade variou
entre 24 e 2%, a condutividade elétrica variou de 151,6 a 155" e a dureza da agua
variou entre 76 e 80 mg CagO™.

Apoés andlise das solucdes-teste em HPLC-DAD, adteelos mostraram que as
concentracdes reais de exposicdo nos testes dedtmke aguda e crbnica de diuron e
carbofuran (padrdo e comercial) diferiram menosl@& das concentracées nominais
(Figuras 7 e 8, do Apéndice B). Portanto, os radol sdo expressos nas concentracoes

nominais, como sugerido pela ISO 10706 (2000).
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3.2. Toxicidade aguda

No final dos testes, a mortalidade no controle eordrole do solvente (no caso do
diuron padréo) nédo excedeu 10%, como recomenddds gieetrizes da OECD (2008). A
Figura 1 mostra a faixa de sensibilidadeRdecaudatumao cloreto de sodio (NaCl). Os
valores de Cio-6h variaram de 3,31 a 4,44 ¢f,L.com média de 3,88 g'L

6,0 -

5,0 A

Limite superior

o [Z Y
2 4
4,0 i Tenienc&central ® o

4
| 4

<

Limite inferior ® 4 ¢ L J L 4 4 <

3,0 A

2,0 A

Concentracédo de NaCl (g

1,0 -

0,0

01 2 3 45 6 7 8 9101

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Testes

Figura 1. Faixa de sensibilidade dearamecium caudatuniCLso-6h) a substancia de
referéncia cloreto de sédio com base nos resultddd) testes de toxicidade aguda. Os
limites superior e inferior correspondendo a inkws de confianca de 95% foram 3,31 e
4,44 g 't respectivamente.

Os valores médios de glem 2, 3, 4 e 6 horas e 0s seus respectivos ifdgsrda
confianca de 95%, para cada um dos cinco compastisados sdo apresentados na Tabela
1. A mortalidade (%) para os protozodrios expoatimsma padrdo e a comercial do diuron
e do carbofuran nos diferentes periodos de expos#@d apresentados na Figura 2.
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Tabela 1.Valores de Cko (2, 3, 4 e 6 horas de tempo de exposi¢céo) pard@dade aguda e valores dedd Cko 24h para a toxicidade cronica
dos cinco compostos testados e intervalos de capafide 95% (entre parénteses) obtidos para o p@ioziliadoParamecium caudatum

Toxicidade Aguda Toxicidade Crbnica

ClLsg-2h CLso-3h Clso-4h CLsg-6h Clig-24h Clsp-24h
Cloreto de sédio (gt) 505 (4,94-515) 4,79 (4,59-5,00) 4,42 (4,2261%, 3,88 (3,31 - 4,44)
Diuron (ingrediente ativo padréo) (mg) 94,6 (84,9-104,4) 81,0(70,8-91,2) 73,6 (66,888 64,6 (57,7 - 71,6)
Diuron (Diuron NortoX 500 SC) (mg ')~ 154,6 (138,0- 171,2) 112,7 (101,5- 123,8) 78,3§7B4,9) 62,4 (57,1-67,7) (.33 (0,09 - 0,58) 6,78 (4,88 - 8,67)
Carbofuran (ingrediente ativo padrao) (mt) 1239,3 (233,7 - 244,9) 200,6 (191,4 - 209,7) 174,B(36 184,8) 142,0 (136,9 - 147,0)0 30 (0,02 - 0,58) 22,95 (15,60 - 30,30)
Carbofuran (Furad&r850 SC ) (mg L) 170,0 (167,7 - 172,4) 119,7 (116,4 - 123,0) 98,5095,02,0)

Compostos

0,61 (0,35-0,87) 7,10 (5,829)

70,4 (65,9 -75,0) 0,21 (0,06 - 0,35) 4,98 (3,70 - 6,27)
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Figura 2. Mortalidade (%) dé>aramecium caudatumm diferentes periodos de exposicéo
(2, 3, 4 e 6 horas) nas diferentes concentracdesuden padrao (A), diuron administrado
como Diuron NortoX 500 SC (B), carbofuran padréo (C) e carbofuranimigtrado como
Furadaff 350 SC (D).

3.3. Toxicidade crbnica

Para todos os compostos testados, o coeficientardegdo das réplicas no controle
e nos tratamentos dos testes de crescimento pamdhmndo excedeu 10%, como
recomendado pelas diretrizes da OECD (2008). Emexperimento preliminar sobre o
crescimento d€. caudatum(Figura 9, Apéndice B) observou-se que o tempoionéd

replicacdo € de 9,2 horas e o niumero de gerac624 aoras € de 2,6 geracdes para culturas
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saudaveis a 25°C. Isto foi confirmado no grupo rodaidos presentes testes de toxicidade
cronica.

Os valores médios de {gle Cko 24h e seus respectivos intervalos de confianca de
95% para cada um dos agrotoxicos analisados sdwetamapresentados na Tabela 1. A
Figura 3 mostra o efeito de inibicdo do crescimdft) em P. caudatumexposto aos
compostos selecionados. Para o diuron, tanto pagaediente ativo (Figura 3A) como para
o produto comercial (Figura 3B), uma inibicao siigattiva do crescimento foi observada
em populagdes expostas a concentracdes de 1,75ray 28, como evidenciado pelos
resultados do teste de Dunnett (diuron padrgei £ 352,9,p = 0,00002; diuron produto
comercial: 21 = 810,8,p = 0,00002). Em relagéo a inibicdo de crescimeatmaior
concentracdo de diuron (ingrediente ativo padrdoragluto comercial) de efeito nao
observado (CENO) foi de 0,88 mg'Lenquanto que a menor concentragio que causou um
efeito observavel (CEO) foi de 1,75 mg.lPara o carbofuran, uma inibicdo de crescimento
significativa foi observada em popula¢cdesdeaudatunexpostas a concentracdes de 1,88
a 60 mg ! de carbofuran padréo (Figura 3C) e 0,94 a 15 thde_carbofuran administrado
como Furadah 350 SC (Figura 3D), tal como evidenciado pelosiltados do teste de
Dunnett (carbofuran padréos &z = 236,8p = 0,00002; carbofurano produto comercia|z
= 426,5,p = 0,00002). A CENO de carbofuran foi <1,88 m¢g & 0,47 mg [* para o
ingrediente ativo padréao e produto comercial, retsggmente. A CEO de carbofuran foi
1,88 mg [* e 0,94 mg I} para o ingrediente ativo padrdo e o produto coiaerc

respectivamente.
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Figura 3. Inibicdo de crescimento populacional (%) REramecium caudaturexposto a
diferentes concentragdes de diuron padrdo (A)pdiadministrado como Diuron Nort®x
500 SC (B), carbofuran padréo (C) e carbofuran atnado como Furad&r850 SC (D).
A linha representa a curva de ajuste logisticost®resco (*) indica valor significativamente
diferente do controlgy(< 0,05).

Os resultados dos efeitos dos pesticidas sobrenemnade geracdes @& caudatum
sao apresentados na Figura 4. Todos os compostadds apresentaram concentragcdes que
reduziram significativamente o nimero de geragéms;omparagdo com o controle (diuron
padrao: k21= 494,6,p <0,05; diuron produto comercials f1 = 659,9,p <0,05; carbofuran
padrdo: k21= 192,6,p <0,05; carbofuran produto comerciaé;2F= 521,0p <0,05). Para o
diuron, tanto para o ingrediente ativo padrao (FigtA) como para o produto comercial
(Figura 4B), a menor concentragdo que causou uth&gde significativa do niumero de
geracdes foi 1,75 mgL Para o carbofuran, a menor concentracéo testaaagisou uma

reducéo significativa do nimero de geragées fd g L* de carbofuran padrdo (Figura
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4C) e 0,94 mg 1 de carbofuran do produto comercial (Figura 4D)ndmasea na curva de
ajuste logistico, os valores de GRara o nimero de geracées foram: 1,54 + 0,61 fdelL
diuron padréo; 0,62 + 0,32 mg!lde diuron produto comercial; 0,77 + 0,59 myg de

carbofuran padréo e 0,40 + 0,20 mgde carbofuran produto comercial.
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Figura 4. Efeitos sobre o nUmero de gera¢céeRdmamecium caudatuexposto a diferentes
concentracdes de diuron padréo (A), diuron admadst como Diuron Nortox® 500 SC
(B), carbofuran padrdo (C) e carbofuran administradmo Furaddh 350 SC (D). O
asterisco (*) indica valor significativamente déate do controle (g 0,05).

A Figura 5 mostra o efeito dos agrotoxicos solv@massa d@. caudatumTodos
0S compostos testados apresentaram concentragéesduziram significativamente a
biomassa, em comparagdo com o controle (diurorapadi o0z = 512,6, p <0,05; diuron
produto comercial: 203 = 533,7,p <0,05; carbofuran padrédos fos = 438,7,p <0,05;
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carbofuran produto comercialis fo3 = 661,6,p <0,05). Para o diuron, tanto para o
ingrediente ativo padréo (Figura 5A) como paraadpto comercial (Figura 5B), a menor
concentragdo que causou uma diminuic&o signifigatav biomassa foi 1,75 mgtLPara o
carbofuran, a menor concentracdo que causou umgaedignificativa de biomassa foi
1,88 mg ! de carbofuran padrdo (Figura 5C) e 0,47 migde carbofuran do produto
comercial (Figura 5D). A partir do ajuste da culegistica, os valores de GfEpara a
reducéo da biomassa do protozoario foram: 1,023 g L de diuron padréo; 0,52 + 0,14
mg L de diuron produto comercial; 1,43 + 0,41 myde carbofuran padrdo e 0,14 + 0,05

mg L de carbofuran produto comercial.
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Figura 5. Efeitos sobre a biomassa (ug C Hilde Paramecium caudaturexposto a
diferentes concentragdes de diuron padrdo (A)pdiadministrado como Diuron Nort®x
500 SC (B), carbofuran padrao (C) e carbofuran adtnado como Furadan® 350 SC (D).
O asterisco (*) indica valor significativamenteatténte do controle (9 0,05).
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4. Discussao

Os resultados deste estudo mostraram Bueaudatumfoi consideravelmente
sensivel ao cloreto de sodio, uma substancia déeérefia comumente utilizada em testes
ecotoxicolégicos (Environmental Canada, 1990; USER?2), sendo mais sensivel do que
a algaChlamydomonas reinhardtiClso 96h = 4,74 g t; Moser and Bell, 2011), o
cladécerddaphnia puleXCEso 48h = 4,05 g I; Bezirci et al. 2012), o anfipod@ammarus
roeseli(CEso 72h = 9,28 g }; Sornom et al., 2010) e a larva de inggétironomus dilutes
(CLso 96h = 5,87 g L; Elphick et al., 2011). Diferencas de sensibileladio esperados
devido as caracteristicas intrinsecas das espgdiésrencas nas condicdes de ensaio (e.g.
tempo de exposicdo, temperatura, fotoperiodo ezduwta 4gua), como relatado por outros
autores (e.g. Freitas e Rocha, 2012; Moreira £2@14).

O protozoario de agua doBe caudatunpossui vacuolos contracteis, responsaveis
por controlar a osmolaridade citosolica e a peritidade da agua na membrana plasmatica,
permitindo a osmoregulacdo sob condi¢cdes hipersr(llen e Naitoh, 2002; Stock et al.,
2002). De acordo com Smurov e Fokin (1999), ciliade agua doce séo capazes de regular
a composicao idnica de sal interno, provavelmetd#e5®0 g L*. No presente estudo, a
concentracdo de NaCl de 5,05 g tausou a mortalidade de 50% dos individuo$de
caudatumapds 2 horas de exposicéo e este valor foi redymda 3,88 g £ ap6s 6 horas
de exposicdao. Com base nos resultados, essa substhn referéncia foi considerada
adequada para avaliar o estado de saude dos paotm@ntes de realizar os testes de
toxicidade.

Embora o tempo de exposicdo adotado em estudooxemdbgicos seja
previamente determinado, os resultados deste estudenciaram que a variagao do tempo
de exposicao (2, 3, 4 e 6 h) alterou consideravakna resposta de. caudatumaos
agrotoxicos testados, e que a mortalidade aumgartmressivamente com o aumento do
tempo de exposicdo (Figura 2). A toxicidade doahue do carbofuran (ingrediente ativo
padrdo) foi, respectivamente, 1,5 e 1,7 vezes nagiods 6 horas de exposi¢cdo do que apos
2 horas. Para diuron e carbofuran em formulaco@emas, a toxicidade foi 2,5 e 2,4 vezes,
respectivamente, maior ap0s 6 horas de exposicgoielapds 2 horas (Tabela 1). Alguns
autores também mostraram variacdo da toxicidadendiemte do tempo de exposicao para
protozoarios (Zhou et al., 2011) e outros organgmomo claddceros (Gama-Flores et al.,
2008) e peixes (Mohanty et al., 2013).
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Ao comparar a toxicidade do diuron em sua formagmdom o de sua formulacéo
comercial, os valores médios de sgbh e Ci-24h mostraram que, considerando o
intervalo de confianga de 95%, suas toxicidades par caudatumforam similares,
indicando que o potencial toxico do ingredienteaatio produto comercial Diuron Nort®x
500 SC néao foi afetado pelas substancias adicignaddia entanto, a sensibilidade desta
espécie ao carbofuran em sua formulagio comeocfalyadafi 350 SC, foi maior do que
ao seu ingrediente ativo padréo (mortalidade egadxde crescimento foram 2,0 e 4,6 vezes
maiores, respectivamente), sugerindo que o auntantoxicidade do produto comercial
resultou provavelmente de efeitos sinérgicos doataran com os ingredientes adicionados.

As formulacdes comerciais dos agrotoxicos contéimgeediente ativo misturado
com outros produtos quimicos (geralmente chamadgedientes “inertes”) que atuam
como solventes, emulsionantes, tensoativos e/msecoantes (Cox e Surgan, 2006). Varios
autores (e.g. Krogh et al., 2003; Oakes and Pall@R0; Solomon and Thompson, 2003)
demonstraram que os ingredientes “inertes” podemiriboir para a toxicidade da
formulacdo, quer por exercer atividade toxica pgopréprios, ou por interagdo com o
ingrediente ativo. Em muitos estudos a toxicidaserdduto comercial € maior do que a do
ingrediente ativo padréo (e.g. Beggel et al., 2@djergreen and Streibig, 2005; Pereira et
al., 2009), assim como observado no presente egtado o carbofuran comercial. No
entanto, este ndo é sempre o caso, como foi \&ldipara a toxicidade da formulacéo
comercial de diuron B. caudaturme também por outros autores. Pessoa et al. (2a41),
comparar a toxicidade do carbofuran e Fur850 SC para larvas de pei®eeochromis
niloticus encontraram valores similares des&86h para estes compostos, o que indicou
gue a poténcia toxica do ingrediente ativo ndoafetada pelas substancias “inertes”
adicionadas na formulagéo comercial. Kroon et2811%) verificaram que os biomarcadores
estrogénicos em juvenis do peixates calcariferaumentaram apds a exposicdo a
formulacéo comercial do diuron (Diufg¥VG), mas ndo para o composto padréo, sugerindo
uma resposta estrogénica para os aditivos. Port@astestes com o ingrediente ativo em sua
forma padrédo e também com a sua formulacdo corhes@iaimportantes para fornecer
informacdes mais realistas sobre a toxicidade dos@icos que podem causar diferentes
respostas, tanto devido aos ingredientes inertesciaslos como pelas respostas de
toxicidade serem normalmente espécie-especificas.

A comparacao dos valores de sgbh de P. caudatumcom os de uma ampla

variedade de espécies mostrou que este protoZzoarenos sensivel ao diuron (ingrediente
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ativo padrao) do que todos os organismos apresentedTabela 2. No entanto, quando os
valores de Gb-24h foram comparado®,. caudatunfoi mais sensivel do que a bactéria
Vibrio fischerj o protozoaridlretrahymena pyriformjsa anémonaiptasiasp., o poliqueta
Hydroides elegan® clad6cer®@aphnia magnao anostracArtemia salinaa cracdalanus
amphitrite e o peixePsetta maximgembrido-larva) (Tabela 2). Devido ao modo de acao
especifico do herbicida diuron, os organismos ®itwéticos (cianobactérias, algas e
macrdfitas) foram os mais sensiveis. No entantmpditambém pode causar efeitos toxicos
em organismos heterotroficos ndo-alvo (invertelsadmfibios e peixes) por diferentes
modos de acdo, como por exemplo inibicdo da atiedia AChE (Ahmed et al., 2012;
Bretaud et al., 2000), efeitos teratogénicos (Lashal., 2012), desregulacdo do sistema
enddcrino (Noguerol et al., 2006; Orton et al., 208 efeitos imunotdxicos (Luna-Acosta
etal., 2012).
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Tabela 2. Valores de toxicidade (Gb, Clso ou CEo) obtidos a partir da literatura para

diferentes espécies expostas aos agrotoxicos deucarbofuran.

Valor do Parametro (mg L™)

Referéncia

DIURON
Vibrio fischeri

Achnanthidium minutissimum

Craticula accomoda
Skeletonema costatum
Dunaliella tertiolecta
Raphidocelis subcapitata
Lemna minor
Tetrahymena pyriformis
Tetrahymena pyriformis
Tetrahymena pyriformis
Aiptasia sp.

Acropora tumida
Hydroides elegans
Daphnia magna
Nitocra spinipes
Artemia salina

Balanus amphitrite
Arrenurussp.

Psetta maxima

CARBOFURAN

Vibrio fischeri
Anabaena flos-aquae
Microcystis aeruginosa
Chlorella vulgaris
Raphidocelis subcapitata
Paramecium caudatum
Brachionus calyciflorus
Philodina roseola
Ceriodaphnia dubia
Daphnia magnha
Daphnia magna
Gammarus pulex
Anopheles stephensi
Chironomus riparius
Clarias batrachus

58,07 (CEe-30 min)

0,108 (Céo-96h)
1,734 (Ck-96h)
0,006 (Céo-96h)
0,009 (CEq-96h)
0,022 (Céo-72h)
0,028 (Cho-168h)
13,80 (Cho-15h)
7,84 (Cho-9h)
>100 (Cho-1h)
19,00 (Clso-96h)
4,80 (Clse-24h)
16,00 (Clso-48h)
8,60 (CE¢-48h)
4,00 (CEq-96h)
12,01 (Clso-24h)
21,00 (Clsg-24h)
7,00 (CE¢-96h)
7,83 (Clso-96h)

28,90 (CE¢-30 min)

7,93 (Cko-96h)
4,65 (Cko-96h)
7,86 (Cho-96h)
6,22 (Cho-96h)
210,0 (Clso-3h)
14,10 (Clse-24h)
13,36 (CEo-48h)
0,003 (Cls-96h)
0,018 (CE¢-48h)
0,059 (CEq-48h)
0,009 (Clse-24h)
0,26 (Clso-24h)
0,027 (Clse-24h)
23,0 (Clso-96h)

Bonnet et al. (2007)
Larras et al. (2012)
Larras et al. (2012)
Bao et al. (2011)
DelLorenzo et al. (2013)
Zhang et al. (2012)
Gatidou et al. (2015)
Bricheux et al. (2013)
Bonnet et al. (2007)
Bogaerts et al. (2001)
Bao et al. (2011)
Bao et al. (2011)
Bao et al. (2011)
Hernando et al. (2005)
Karlsson et al. (2006)
Koutsaftis e Aoyama (2007)
Bao et al. (2011)
James (2008)
Mhadhbi et al. (2012)

Fernandez-Alba et al. (2002)
Ma et al. (2006)
Ma et al. (2006)
Ma et al. (2006)

Ma et al. (2006)
Hussain et al. (2008)
lesce et al. (2006)
Moreira et al. (2015)
Bailey et al. (1996)
Hernando et al. (2005)
Herbrandson et al. (2003)
Ashauer et al. (2010)
Kumar et al. (2004)
Ibrahim et al. (1998)
Begum (2008)

Danio rerio
Oreochromis niloticus
Pimephales promelas

1,34 (Clsg-24h) - embrido
0,21 (Clso-96h) - larva
1,99 (Clsg-96h)

Lee et al. (2014)
Pessoa et al. (2011)
Tarkowski (2004)
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Embora o modo de acdo do diuron seja bem estathelpara uma variedade de
espécies, o seu modo de acéo para protozoarices réndesta claro. A partir dos resultados
relativos a toxicidade aguda de diuroR.acaudatumverificou-se que este composto lisou
a membrana plasmatica deste protozoario nas madtmmecentracdes testadas. Alguns
estudos demonstraram que o diuron exerce efeitagco® nos microrganismos
heterotroficos, tais como a leveduaccharomyces cerevisjabloqueando a cadeia
respiratéria mitocondrial (Dragone et al., 2015teke et al, 2009) e gerando espécies
reativas de oxigénio (Tenda et al.,, 2012). Espéoisgivas de oxigénio (ROS) séo
naturalmente geradas como consequéncia do metabalslular, mas quando ele entra em
contato com agentes exdgenos tais como herbicddasjel de ROS pode aumentar com
subsequente inducao de estresse oxidativo. RO8meegm lipidios e, neste caso, levam a
formacao de aldeido causando a desintegracdo danawsncelular e a consequente morte
celular (Catala, 2006; Tenda et al., 2012). Assiopresente estudo, a toxicidade do diuron
sobreP. caudatunioi provavelmente devido a inibicdo da respirag@umento do nivel de
ROS com consequente lise celular.

O diuron causou reducao significativa no crescim@afpulacional d®. caudatum
a partir da concentracdo de 1,75 md Bricheux et al. (2013), utilizando a técnica da
microcalorimetria, observaram que a atividade n@itede o crescimento do protozoafio
pyriformis foram progressivamente inibidos com o aumentacnasentragdes de diuron e
que o estado geral da célula viva foi bastanteaaléea uma concentracdo de 56,0 mgQ
valor de Cido de T. pyriformis estimado por estes pesquisadores foi de 13,8 fpgok
microcalorimetria e 18,6 mgpor citometria de fluxo.

Neste estudo, o teste de inibicdo de crescimeni)(@spondeu potencialmente
melhor do que o teste de toxicidade aguda quedseddo na mortalidade (6g), pois 0
teste de crescimento populacional integra todafes em varios niveis do metabolismo
celular e, assim, torna possivel avaliar um efgitbal sobre uma série de processos
implicados na divisao celular. Assim, a determinaga toxicidade de um composto em
protozoarios ciliados usando a inibicdo de cressimem comparacdo com a mortalidade
parece ser de grande importancia, como tambémretatid por Gomiero et al. (2013).

Uma comparacao da sensibilidadeRdeaudatunmao carbofuran (ingrediente ativo
padrdo) com outras espécies utilizando os valaa3leh-6h mostrou que este protozoario
€ menos sensivel do que todos os organismos afadssnna Tabela 2. Quando foi

comparado o valor de £424h, P. caudatunmfoi mais sensivel do que a bactévidorio
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fischeri e o peixeClarias batrachus(Tabela 2). Hussain et al. (2008) relataram que o
agrotoxico carbofuran induziu efeito inibitério seka fagocitose (reducéo de 19,71% na
formac&o de vacuolo alimentar em 135 mi & sobre a atividade do vacuolo pulsatil (87 a
135 mg L) deP. caudatumO valor Clse-3h encontrado por estes autores para carbofuran
foi de 210 mg X, enquanto em nosso estudo o valor encontradaef@ng,6 + 9,2 mg &
(Tabela 1).

A baixa sensibilidade dB. caudatumaos agrotéxicos testados evidenciada pelos
dados de mortalidade (€d) poderia ser explicada pela bioacumulacdo dos ostap na
célula como um mecanismo de resisténcia. Muitosudest reconhecem que o0s
microrganismos tém uma alta afinidade para meteemebioticos toxicos e que estes podem
acumular-se nas células por uma variedade de nsacasi(e.g. Lal et al., 1987; Mortimer
et al., 2010; Pas et al., 2004; Rehman et al., 200&az, 2003). Martin-Gonzalez et al.
(2005) e Mortimer et al. (2010) mostraram que @sqaoarios ciliados podem sequestrar 0s
metais pela ingestdo e armazenamento nos vaclm@ntares ou pelo acumulo de ions de
metal em granulos citoplasmaticos densos. Em restsdo, durante os testes de toxicidade
aguda, observou-se que caudatumprovavelmente acumulou os agrotéxicos diuron e

carbofuran nos vacuolos alimentares (Figura 6).
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Figura 6. Paramecium caudatumo controle (A1 e A2) e exposto a 150 mg te
carbofuran administrado como Furalla360 SC (B1 e B2) e a 112 mg*lde diuron
administrado como Diuron Nort6x500 SC (C1 e C2) apds 4h de exposicdo. As setas
indicam os agrotéxicos no interior dos vacuolosahitares do protozoario.

Os resultados deste estudo mostraram que tantasrondcomo o carbofuran
reduziram significativamente o crescimento (Fig®)ra 0 nimero de geracgdes (Figura 4) de
P. caudatumSob condi¢des estressantes, como a exposicdoent®s, reservas de energia
sao utilizadas em processos de desintoxicacdongequentemente, 0s protozoarios que
habitam ambientes poluidos podem exibir reduzidaast de crescimento e replicacao
(Gomiero et al., 2013). A ocorréncia de concentace poluentes capazes de induzir
alteragbes nos mecanismos de reproducéao, tais adaxa de replicacdo, podem modificar
severamente a estrutura da comunidade natural mnodede ocorréncia de espécies e
abundancia relativa da populacdo (Gomiero e Viarer&Pl4). Trielli et al. (2007)
encontraram que 9,66 mgllLde basudin (organofosforado) e 3,3 mg de AFD25
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(organoclorado) diminuiram significativamente asatade replicacdo do protozoario ciliado
Euplotes crassysenquanto Gomiero et al. (2012) relataram quelaldeE. crassus
tratadas com 0,3g mL?! de Cu e 20 ng mt de benzo(a)pireno tiveram suas taxas de
replicacdo significativamente inibidas.

Efeitos toxicos de contaminantes no componenteopodrio das comunidades
microbianas podem alterar a cadeia trofica e ageguificativamente o balanco ambiental
(Gomiero et al., 2013; Trielli et al., 2007). Nest&udo, os resultados mostraram que 0s
agrotoxicos diuron e carbofuran reduziram signifi@anente a biomassa do protozoario nas
baixas concentracdes testadas (Figura 5) devitlwtasesobre o crescimento e a reproducéo
de P. caudatumLi et al. (2015) relataram que a biomassardg#ahymena thermophila
diminuiu em altas concentracdes de tris (1,3-decBypropil) fosfato (100, 1000 e
10000uM) apos 8h de exposi¢do, mas quando o tempo desigfpofoi aumentado para 5
dias, baixas concentracbes (0,1 euMl) provocaram efeitos similares. Estes autores
sugeriram que 0s contaminantes podem causar eféxices em protozoarios ciliados em
concentragfes mais baixas por exposicdo a mukieges, possivelmente ameacando a
microbiota apos exposi¢do a concentragdes amhbieendd relevantes.

No presente estudo, informacdes ecoldgicas relesdmtam obtidas combinando os
resultados de mortalidade, inibicdo de crescimpapulacional, diminuicdo do numero de
geracOes e biomassa, uma vez que estes efeit@s@protozoarios estédo relacionados a
importantes mecanismos estruturais e funcionaispquiem trazer efeitos adversos aos
ecossistemas aquaticos. Portanto, a incorporacanltiglos endpointsecologicamente
relevantes nos testes ecotoxicolégicos utilizadopmgramas de gestdo ambiental de rotina
parece ser uma forma pragmética de conectar destntbientais com suas causas
(Galloway et al., 2004).

O ciclo de vida curto de. caudatunpermitiu a analise dos efeitos toxicos cronicos
dos agrotoxicos em um namero notavel de célulagr e/drias geracdes (= 2,6 geracdes),
com alto grau de reprodutibilidade e respostasde&pi(24 horas). Muitos estudos tém
demonstrado que o protozodfo caudatumé um bom organismo-teste para avaliar os
efeitos toxicos causados por metais (Gong et @1.42Kvitek et al., 2009; Madoni, 2011;
Wu et al, 2015). No entanto, pesquisas utilizangte erganismo para avaliar o efeito de
agrotdxicos ainda séo escassos (e.g. Miyoshi,e2@03). No presente estudo, verificou-se
queP. caudatune mais sensivel ao agrotoxico diuron do que odsagcies comumente

utilizadas em estudos ecotoxicoldgicos, tais cdfiboio fischeri Daphnia magna Artemia
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salina Portanto, este protozoario ciliado preencheu vaegsiisitos necessarios para ser
utilizado como organismo-teste em estudos ecottgmns e confirmou que é um

organismo-teste adequado para avaliar a toxicidadeyrotoxicos em ambientes aquaticos.

5. Conclusodes

Este estudo revelou que os agrotéxicos diuronlmbaran causam efeitos deletérios
sobre protozoarios ciliados como evidenciado pe&spostas deP. caudatum Nas
condicOes e concentracdes testadas e para estesargeteste particular, um protozoario
ciliado unicelular, a toxicidade do diuron padrageesua formulagcdo comercial foi similar,
evidenciando, assim, que os ingredientes "inern@és'tausaram efeitos sinérgicos. Por outro
lado, a toxicidade aguda do carbofuran em sua flagéa comercial foi duas vezes maior
do que o seu ingrediente ativo padréo, sugerinomaéncia de interacdes sinérgicas com
os ingredientes “inertes” e corroborando a condugfal de que a toxicidade é composto-
especifica. As respostas subletais adotadas palaraa toxicidade crdénica, tais como
inibicdo de crescimento populacional, nUmero deg#rs e biomassa foram sensiveis e
adequadas para mostrar a extensdo em que essExiaggpodem afetar os organismos
aquaticos nao-alvo. Apesar de sua simplicidadetesal, os protozoarios ciliados corRo
caudatumsédo sensiveis e exibem um conjunto de resposasifidaveis a toxicidade de
agrotoxicos, em nivel individual e populacionahd® assim organismos-teste adequados.
Embora as concentracbes que causaram efeitos asbrdeletérios tenham sido
relativamente altas em exposicao curta, com terdp@xposi¢cao prolongados envolvendo
multiplas geracdes, os efeitos toxicos podem ocane concentracdes muito menores

aproximando-se de condi¢cdes ambientais mais raslist
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Capitulo 3

Toxicidade dos agrotéxicos diuron e carbofuran aoladdcero neotropicalCeriodaphnia

silvestrii

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxdel dos agrotoxicos diuron e carbofuran
ao claddcero neotropic&eriodaphnia silvestrii Para isso, testes de toxicidade aguda e
cronica foram realizados com diuron e carbofuras, suas formas padrao e formulacdes
comerciais, Diuron Nortdk 500 SC e Furad&n350 SC, respectivamente. Os testes
indicaram que o diuron comercial foi mais téxicoglee o seu ingrediente ativo padréo,
enquanto que o carbofuran comercial foi menos tddiw que a sua forma padrdo. Para o
diuron, a Cko-48h foi de 7436,40 + 697,50 ug'lpara a sua forma padrdo e 1029,80 +
64,70 ug ! para a sua formulagdo comercial. Carbofuran fasnéico do que diuron,
apresentando uma 6&48h de 0,86 + 0,09 pugipara a sua forma padrdo e 1,31 + 0,12 g
L para o seu produto comercial. Em relag&o a todgictronica, o herbicida diuron, tanto
na forma padrdo como comercial, causou efeitos éticos sobre a fertilidade das fémeas
de C. silvestrii J& o carbofuran reduziu significativamente agepcédo desta espéaen
concentracGes a partir de 0,38 ug. IDe acordo com as curvas de distribuicdo da
sensibilidade das espécies (SSDs), a espécie dt@isilvestriifoi mais sensivel a estes
agrotoxicos do que cladoceros comumente utilizatdosegides temperadas e, além disso,
para o carbofuran, esta espécie foi o invertebeaptico mais sensivel ja registrado na
literatura até o presente momento. De acordo cocomsentracdes verificadas nos corpos
d’agua brasileiros, estes compostos representasunsriscoldgicos por causarem efeitos
toxicos diretos e indiretos sobre o cladédersilvestriie, portanto, potencialmente a muitos
outros invertebrados aquatic@om base nestes resultados, ressaltamos a imgiartinse
utilizar espécies nativas em avaliacbes ambierags potencial deC. silvestrii como
organismo-teste em estudos ecotoxicoldgicos nassstemas aquaticos tropicais.

Palavras-chave: microcrustaceo; ecotoxicologia; formulacdo conayciherbicida;
inseticida.
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1. Introducao

Os ecossistemas tropicais constituem os princigaervatorios de biodiversidade,
0S quais estdo sujeitos a diversas ameacas, idoluanexpansao agricola (Lacher e
Goldstein, 1997). Nas ultimas décadas, o0 uso ag@gcos em sistemas agricolas aumentou
consideravelmente, especialmente em regides tisi8dva e Van Gestel, 2009), como é
o caso do Brasil, que desde 2008 é o maior consumidndial destes produtos quimicos
(Pelaez et al2011; Gomes e Barizon, 2014) e seu consumo exoaesstinua em ascensao
desde entéo (Ferreira et al., 2010; IBAMA, 2012y dbs pricipais problemas do uso destes
compostos, é que eles podem causar efeitos togied®s sobre organismos nao-alvo,
representando uma ameaca para a biodiversidadéuacmnamento dos ecossistemas
aquaticos e terrestres (Schreinemachers e TipraQ%a).

Nos trépicos, devido a mobilidade relativamentevad@ de agrotdoxicos no solo e
chuvas torrenciais frequentes, muitos agrotéxicds wansportados por lixiviacdo e
escoamento superficial e, conseqiientemente, osragigsios sao encontrados em varios
ambientes, especialmente em aguas superficiaibtergineas que representam o destino
final desses compostos (Wightwick e Allinson 20@arbofuran e diuron sdo agrotoxicos
comumente usados em varias culturas e frequentent@mt sido encontrados em corpos
d’agua em todo o mundo (e.g. Faggiano et al., 20abnga et al., 2015; Masia et al.; 2015;
Papadakis et al., 2015) e também no Brasil (e.lglaSat al., 2011; Carbo et al., 2008; Loro
et al., 2015; Ribeiro et al., 2013).

O diuron (-(3,4-dichlorophenylN,N-dimethyl-urea) é um herbicida que inibe a
fotossintese pelo bloqueio da cadeia de transpmetelétrons no fotossistema Il em
microrganismos e plantas fotossintéticas (Giacan@aZochet, 2004). Entretanto, o diuron
também pode causar efeitos aos organismos hetferosrdéado-alvo (invertebrados, anfibios
e peixes) por diferentes modos de agédo, como mang: inibicdo da atividade da AChE
(Ahmed et al.,, 2012; Bretaud et al., 2000), efetmmtogénicos (Lazhar et al., 2012),
desregulacdo do sistema enddcrino (Noguerol eR@06; Orton et al., 2009) e efeitos
imunotéxicos (Luna-Acosta et al., 2012). O carbafur(2,3-dihydro-2,2-dimethyl-7-
benzofuranylN-methylcarbamate) € usado na agricultura como etitida, acaricida e
nematicida sistémico e de contato e age sobre umpéaavariedade de organismos por se

ligar & enzima acetilcolinesterase, inibindo suapbre a acetilcolina (Pessoa et al., 2011).
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Este composto € considerado muito toxico para es, abelhas e animais aquaticos, como
os invertebrados e peixes (lbrahim e Harabawy, 2014

A maioria dos estudos sobre os efeitos ecotoxiemddgde agrotdéxicos nos
ecossistemas aquéticos tem se concentrado em piEisegides temperadas (Lacher e
Goldstein, 1997; Racke, 2003). Por isso, as avi@mde riscos de ambientes aquaticos em
paises tropicais muitas vezes dependem de dadosgidielade de clima temperado (Kwok
et al., 2007), embora o destino e os efeitos dost@gcos possam ser diferentes entre as
regides climaticas (Daam e Van den Brink, 2010)insslequacdes do uso de organismos
modelos de regides temperadas (Bagphnia magna Ceriodaphia dubiapara aplicacéo
em regides subtropicais e tropicais sdo bem recoodee (Kwok et al., 2007; Del Sarto et
al., 2014) e ha uma crescente preocupacdo no ¢ordaxecotoxicologia para que sejam
selecionadas novas espécies nativas a serem exlné&avaliacdo de risco ambiental de
produtos quimicos (Menchaca et al., 2010). Comativ@lmente pouco se sabe sobre a
sensibilidade de espécies tropicais, em comparegédoas de regides temperadas, novos
estudos sobre a sensibilidade dos organismos & garivarias origens sdo necessarios
(Daam e Van den Brink, 2010).

Alguns estudos ecotoxicologicos utilizando espénesvas jA demonstraram que
estas sdo igualmente ou mais sensiveis do quaesgéambientes temperados (e.g. Freitas
e Rocha, 2012; Moreira et al., 2014). Algumas dsgétropicais substitutas para 0s
cladéceros de ambientes temperados tém sido dakzem estudos ecotoxicoldgicos, e.g.,
Ceriodaphnia cornutee Daphnia lumholtzi(Vietna: Bui et al., 2016)Moina micrura
(Burkina Faso: Leboulanger et al., 2009; Tailandv@ai et al., 2011),Moinodaphnia
macleayi(Norte da Austrélia: Van Dam et al., 200@griodaphnia silvestri{Brasil: Casali-
Pereira et al., 2015Riaphanosoma brachyuruiiBrasil: Lopes et al., 2007)Rseudosida
ramosa (Brasil: Freitas e Rocha, 2012). Para protegemportante biodiversidade em
ambientes aquaticos tropicais, faz-se necessddbedecer um quadro amplo e consistente
de espécies para a avaliacdo e gestao de risdogiieos de um numero cada vez maior de
produtos quimicos que ocorrem nessas regides (kivak 2007).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avalidoxcidade do carbofuran e do
diuron (ingrediente ativo padrdo e produto comérciao cladocero neotropical
Ceriodaphnia silvestriiEsta espécie apresenta ampla distribuicdo gecgré América do
Sul, possui ciclo de vida curto, procedimentosulvo simples, pertence a um dos grupos

de organismos mais sensiveis para uma ampla gasubdtincias toxicas, além de ocupar
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uma posicao central dentro das cadeias alimergarégjuas doces (Fonseca e Rocha, 2004).
O método para cultivo em laboratorio como organiseste e o protocolo padronizado para
sua utilizagdo em testes de toxicidade foram pmesmde desenvolvidos (ABNT NBR
13373, 2005; Fonseca e Rocha, 2004; Santos @086). Neste estudo, a sensibilidade de
C. silvestriiaos agrotoxicos carbofuran e diuron foi avaliaotanpeio de testes de toxicidade
aguda e cronica para determinar os valores de-43h e valores de CENO-8d para a

reproducao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Organismo-teste e condigdes de cultivo

O cladocero Ceriodaphnia silvestrji Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera,
Daphnidae) uma espécie nativa e endémica da rdigiétvopical (Coelho e Rocha, 2010),
foi inicialmente isolado do reservatorio do Lob@8y ltirapina, SP, Brasil e mantido em
cultivo no Laborat6rio de Ecotoxicologia da Univdesle Federal de Séo Carlos.

Culturas deC. silvestriiforam mantidas sob temperatura (25 £ 1 °C) e faiopo
(12 de luz:12 h de escuro) constantes em aguassitoda com pH 7,0 - 7,6, condutividade
de 160uS cm! e dureza 40 - 48 mg CaGQ?, como recomendado pela Sociedade
Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2001). @=amismos foram alimentados com a
alga cloroficeaRaphidocelis subcapitatél® células mt?), cultivada em meio Chu-12
(Muller, 1972), e uma suspensao contendo leveduagdo para peixe foi fornecida como
suplemento alimentar (1 mi) (ABNT NBR 13373, 2005).

2.2.Substéancias e solucbes-teste

Os compostos diuron (CAS n° 330-54-1) e carbof@AS n° 1563-66-2) com
pureza>98% (padréo analitico) foram adquiridos da Sigmdrgh. O grau de pureza do
produto comercial Diuron Nort§¥500 SC (adquirido de Nortox S/A, Brasil) € de 500
de ingrediente ativo (69,4% m/v de ingredientestés} e do Furad&n350 SC (adquirido
de FMC, Brasil) é de 35% m/v de ingrediente at&8% m/v de ingredientes inertes). As
solucdes-estoque de diuron administrado como Ditianox® 500 SC (100 mg i.a. ™},
carbofuran padrédo (100 mg i.al)Le carbofuran administrado como Fur&®tid860 SC (100
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mg i.a. 1) foram preparadas pela diluicdo de uma quantidagdecifica de cada composto
em agua destilada imediatamente antes dos testesa excecao do diuron padrao, que foi
preparado em acetona grau analiticeHgD; LabSynth) devido a sua baixa solubilidade em
agua (35,6 mgta 20 °C). Por sua vez, as concentracdes nomieaisdh composto testado
foram obtidas pela diluicdo da solugcédo-estoque e ne cultura (dgua reconstituida).

Para confirmar as concentracdes nominais utilizadasensaios, as solucdes-teste
foram analisadas em cromatografo liquido de ait@éefcia (HPLC) (Agilent Technologies
1200, Waldbronn, Alemanha), equipado com detectoramianjo de diodos (DAD). As
condicBes cromatograficas de analise foram: colitthZorbax ODS (250mm x 4,6mm x
5um) (Agilent Technologies, USA) e temperatura dadade 25 °C. A fase movel isocratica
utilizada foi acetonitrila: 4gua Milli-Q (70:30,w/durante 6 minutos, seguida piest time
de 2 minutos, com volume de injecéo de 20 pL edaxtuxo de 1,0 mL mih A acetonitrila
grau HPLC foi obtida da Merck (Alemanha). As aredisoram realizadas em triplicatas.
Com base nos sinais de absorbancia observadopectresDAD das soluc¢des-padrao e a
partir da literatura (Cappelini et al., 2012; Ligge et al., 2006; Qun e Rohrer, 2012; Rocha
et al., 2013), o diuron e o carbofuran foram deidas e quantificados a 254 nm e 280 nm,
respectivamente. As solucdes-teste de diuron farsatisadas por injecao direta em HPLC
e de carbofuran passaram por processo de extracése solida (SPE) para concentracao
do composto antes da injecdo em HPLC.

O método de extragdo em fase solida realizado mesido foi adaptado do método
descrito por Cappelini et al. (2012). Para a efiwmago analito carbofuran foram utilizados
cartuchos ChromabofidC18ec (6 mL, 500 mg) (Macherey-Nagel, Duren, Aleha) em
um dispositivo para SPE tipo manifold. Os cartudbosm inicialmente condicionados com
10 mL de acetonitrila e 10 mL de &gua Milli-Q, selguda adicdo de 200 mL de amostra
sob vacuo, em triplicata. O analito foi eluido cbrmL de acetonitrila, e posteriormente
submetido a evaporacdo com nitrogénio e recordhtite 0,5 mL de acetonitrila para as
andlises cromatogréficas.

Os parametros utilizados para a validagdo do métodm seletividade, linearidade,
limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQateldo, preciséo e recuperacao (Lancas,
2004). Os cromatogramas gerados mostraram que adméle analise do diuron e do
carbofuran em agua foi seletivo para estes compdgiguras 1 e 2, Apéndice C). Os
resultados para LD, LQ, coeficiente de correlagdeal da curva (r), precisao, exatidao e
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recuperacao do diuron e do carbofuran sédo apreente Tabela 1. As curvas analiticas

para os compostos estudados sdo mostradas no Ap&hdriguras 3 e 4).

Tabela 1.Parametros analiticos utilizados para a validagdmétodo de analise de diuron
e carbofuran nas solugbes-teste dos testes dédiadkéc
) ) Preciséo Exatiddo Recuperacéac
1 1
r ) L o
LD (ngL7) LQ (gL ) média (%) média (%) média (%)

Diuron 1,51 4,56 0,9990 0,%0,19 99,71+5,37 -

Carbofuran 10,60 32,13 0,9998 1#P871  98,96+8,15 99,15+7,46

LD = Limite de Deteccéo; LQ = Limite de Quantifiéag r = coeficiente de correlacdo. Os valores
indicados como média correspondem a média aritendén = 6 (médiatdesvio padrao).

Considerando-se a pré concentracdo do carbofura#Odevezes, uma vez que
empregou-se 200 mL de amostra para extracao, aedoltem 0,5 mL de extrato final, o
meétodo empregado possibilitou a quantificacdo dobafaran em concentracdes a partir de
0,08 ug L.

2.3. Testes de toxicidade aguda e cronica

Os testes de toxicidade aguda e cronica Comsilvestriiseguiram as diretrizes da
Organizacgdo para a Cooperacao Econémica e Deséaneoiwo (OECD, 2004, 2008). Apos
0s testes preliminares, a faixa de concentrac@escpda composto foi estabelecida e testes
de toxicidade aguda foram realizados com os segiinitervalos de concentracdes
nominais: 2000 a 32000 pg'lde diuron e 400 a 2000 pg e diuron administrado como
Diuron NortoX¥’ 500 SC; 0,16 a 2,60 pg'lde carbofuran e 0,60 a 3,93 pugde carbofuran
administrado como Furadd850 SC.

Nos testes de toxicidade aguda, quatro réplicasrfarsadas por tratamento. Cada
réplica continha cinco neonatos (6-24 h de idadel copo de polipropileno atdxico com
10 mL de solucéo-teste ou 10 mL de 4gua recorgdigbntrole). No caso do diuron padréo,
foi necessario adicionar um controle do solventgigéreconstituida + acetona) em uma
concentracdo nominal de 0,01% de acetona (v/v)or@anismos expostos nao foram
alimentados no decorrer dos experimentos e forantides em incubadora na temperatura
constante de 25 + 1 °C e no escuro, como recomenuild OECD (2004). Apos 48 horas

de exposicdo, os organismos foram observados sobsoopio estereoscopico € 0 nimero
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de individuos imoéveis foi contado e usado paralcutéda concentracdo efetiva mediana
(CEsc-48h).

Os testes de toxicidade crbnica foram realizaditigartdo dez réplicas, cada uma
contendo um neonato (6-24h de idade) em 15 mL He&wteste ou 15 mL de agua
reconstituida (controle). No caso do diuron padtéo, controle do solvente (0,01% de
acetona, v/v) foi adicionado. Os testes foram sestéticos, sendo as solucdes-teste
renovadas a cada 2 dias. A duragdo do experimenttef8 dias e os organismos foram
alimentados e mantidos sob as mesmas condi¢cOepedtatura, fotoperiodo e meio)
descritas para o cultivo. Durante oito dias, oganigmos foram observados sob microscépio
estereoscopico, a fim de verificar diariamente lareavéncia das fémeas e o numero de
descendentes, que foram contados e descartadda eec@vacao.

Para considerar a variabilidade e, consequentepergprodutibilidade dos valores
de toxicidade, dez testes definitivos de toxicidageda e trés testes de toxicidade crénica
foram realizados. Testes de toxicidade aguda ceubstancia de referéncia cloreto de sodio
(NaCl) foram realizados mensalmente para avaliaoadi¢des fisiologicas dos organismos
e, por conseguinte, a validade dos ensaios. Alésodas variaveis pH, temperatura da agua,
condutividade elétrica, dureza e oxigénio dissa\fmram medidos no inicio e no final dos

testes de toxicidade.

2.4.Andlise de Dados

Os valores de Gfz48h e seus intervalos de confianca de 95% partastss de
toxicidade aguda foram calculados por regressaolinéar, ajustando-se uma equacgéao
logistica aos dados no software Statistica 7.0t4&fta 2004). Os dados dos testes de
toxicidade crbénica foram submetidos a analise denalidade (teste de Chi-Quadrado) e
homogeneidade das variancias (teste de Bartle®meseguida a analise de variancia
(ANOVA). O teste de Dunnett foi utilizado para Vear a existéncia de diferencas entre 0s
tratamentos e o controle em dados que seguiram distidbuicdo normal. Nos testes
estatisticos, diferencas foram consideradas sigitivias quando g 0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas por meisdftwareStatistica.

Curvas da distribuicdo da sensibilidade das espéjeecies Sensitivity Distribution
- SSD) foram construidas para comparar os valordexigdade aguda (Gl e cronica

(CENO) obtidos par&eriodaphnia silvestriexposta aos agrotoxicos diuron e carbofuran
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com valores correspondentes para outras espeécievealtebrados. Dados de toxicidade
para os invertebrados foram compilados a partibaleco de dados USEPA ECOTOX
(http://cfpub.epa.gov/ecotox/), suplementado conodala literatura aberta e relatorios de
avaliacdo de diuron e carbofuran (European Comamiss2006) para as espécies nao
incluidas neste banco de dados. Neste estudo,sagadas laboratoriais de toxicidade para
invertebrados aquéaticos foram considerados. Al&sogdisomente os dados que pudessem
ser confirmados a partir de publicacbes originatpue aderem aos critérios de selecao
fornecidos na Tabela 2 foram incluidos nas SSDsliddégeométricas foram calculadas

guando mais de um valor de toxicidade foi relata@l@ uma dada espécie.

Tabela 2. Critérios de selecdo para os dados de testesx@®dtmle aguda e cronica
(adaptado de Van den Brink et al., 2006; Brock s lajngaarden, 2012).

Teste de toxicidade aguda Teste de toxicidade cr@ai
Endpoint CEso; Clso CENO; Cho
Parametros do teste  Mortalidade, imobilizacdo  Qmesato, alimentacéo,
reproducao, desenvolvimento,

mortalidade ou imobilizacao
Duracéao do teste (d) 2-4 > 6

Distribui¢des log-normal dos valores foram conskasiutilizando o software ETX,
versao 2.0 (Van Vlaardingen et al., 2004). O gmatfiesultante traz no eixo Y a PAF
(Potentially Affected Fraction fracdo potencialmente afetada) que se referéd@p
(Hazardous concentration concentragdo perigosa) onde p é a porcentageespkries
ameacadas pelo contaminante. As porcentagens amaigmente utilizadas sao 5% e 50%,
ou seja, He e HGo (Maltby et al., 2005; Kwok et al., 2007). Os vakie HG e HGoe
seus respectivos limites de confianca foram callmdacom este software com base na
metodologia descrita por Aldenberg e Jaworska (RQ0fa vez que o modelo assume uma
distribuicdo log-normal dos dados, a log-normaledéa testada com o teste de Anderson-
Darling incluidos no pacote do software ETX, queaf@liada no nivel de significancia de
5%.
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3. Resultados

3.1.Variaveis abioticas dos testes de toxicidade e ais#ls quimicas

Durante os testes de toxicidade aguda e cronioczloges de pH das solugdes-teste
permaneceram dentro do intervalo de 7,1 e 7,6 evadaram mais que 1,0 unidade. A
temperatura da dgua em todos os testes de toxécidaidou entre 24,2 - 25&, a
condutividade elétrica entre 142,7 - 164,2 uS cadureza da agua entre 40 - 48 mg CaCO
L1 e o oxigénio dissolvido entre 6,5 - 7,3 mg. [Assim, todos os testes preencheram os
critérios de validade estabelecidos nas orientad@&€3ECD (2004, 2008).

As analises das solugdes-teste em HPLC-DAD mostrayae as concentragdes
iniciais reais de diuron e carbofuran (Figurast eo Apéndice C) nos testes de toxicidade
aguda e cronica (ingrediente ativo padrao e proclneercial) diferiram menos de 10% das
concentracbes nominais. Portanto, os resultadoamfocalculados com base nas

concentragées nominais, como sugerido pela ISOGLEADO0).

3.2. Toxicidade aguda e crénica

No final dos testes de toxicidade aguda e crom@icambrevivéncia nos controles foi
de 100%. Em todos os experimentos com o diurorépadéo houve diferenca significativa
entre os resultados do controle e do controle caoh@nte, excluindo a possibilidade de
efeitos do solvente (0,01% de acetona) sobre alades de toxicidade. Os testes utilizando
a substancia de referéncia NaCl também indicaraagensibilidade de. silvestrii(CEso-
48h variou de 1,00 a 1,32 ¢} estava dentro da faixa esperada (faixa de refieréh,00 a
1,83 g L'}, Casali-Pereira et al., 2015) apds exposicdo deodds (Figura 7, no Apéndice
C).

Nos testes de toxicidade aguda, os valores dg-43h para diuron e carbofuran
(padrdo e comercial) foram calculados separadampata cada um dos dez testes
realizados. Os resultados séo apresentados em IBoxi@Figura 1. De acordo com 0s
dados, a toxicidade dos ingredientes ativos dos postus padrdoes testados foi
significativamente diferente (p < 0,05) das suasitdacées comerciais. No caso do diuron,
o produto comercial foi 7,2 vezes mais téxico de@ quseu ingrediente ativo padréo,

enguanto que para o carbofuran, o produto comdmsidl5 vezes menos toxico do que o
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seu ingrediente ativo padrdo. Os valores médidSHie48h e seus respectivos intervalos
de confianca de 95% sao também mostrados na Figutomo esperado, o inseticida

carbofuran foi mais téxico do que o herbicida diuao cladoder€. silvestrii
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Diuron Diuron NortoxX 500 SC Carbofuran Furadafi 350 SC

Figura 1. Box-plots representando os valores ded2Bh para os ingredientes ativos nas
formas padrdo e comercial de diuron (A) e carbof{B) para o claddcerGeriodaphnia
silvestrii.

Nos testes de toxicidade crbnica, a porcentagesoli®vivéncia das fémeas Qe
silvestrii ap6s 8 dias de exposicdo em 8000 ftgie diuron foi significativamente menor
do que no controle. Nos experimentos com diuronimigtrado como Diuron Nort6k500
SC, as diferentes concentracdes testadas e o leonmtém apresentaram diferencas
significativas com relacdo a sobrevivéncia. Parbafaran, tanto na forma padrédo como
comercial, a porcentagem de sobrevivéncia das #m&a&oncentracdo de 0,96 ¢ foi

significativamente menor do que no controle (Fidtta
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Figura 2. Porcentagem de sobrevivéncia das fémed3edi@daphnia silvestriapos 8 dias
de exposicao a diferentes concentracdes de diwdra@ (A), diuron administrado como
Diuron NortoX 500 SC (B), carbofuran padrdo (C) e carbofuranimidtrado como
Furadaf® 350 SC (D) nos testes de toxicidade cronica. @riasb (*) indica valor
significativamente diferente do controfe< 0,05, Teste de Dunnett).

Os dados obtidos nos testes de toxicidade cronastranam que 0s agrotoxicos
diuron e carbofuran causam efeitos de reducaorhidfede das fémeas d& silvestriinas
altas concentracOes testadas. No entanto, efegtudantes (hormesis) em baixas
concentracdes de diuron também foram observadgsré=8). Diuron causou um aumento
significativo na fertilidade de fémeas Qe silvestriiexpostas as concentracdes de 250 a
2000 pg [ de diuron na sua forma padrédo (Figura 3A) e da 260 ug ! de diuron na
sua forma comercial (Figura 3B). Contudo, uma dingi@o significativa na fertilidade foi
observada nos organismos-teste expostos as cangierrde 6000 e 8000 pg e diuron

padrdo e de 400 e 800 g tle diuron comercial. Todos estes resultados ferddenciados
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pelo teste de Dunnett (diuron padrag4= 39,8, p < 0,001, diuron produto comercialsF
= 51,4, p < 0,001). Em relacédo a variavel fertdidaa maior concentracdo sem qualquer
efeito observavel (CENO) foi de 125 pg jara diuron padréo e de 12,5 pgpara diuron
comercial, enquanto que a menor concentragdo dendgue causou um efeito observavel

(CEO) foi 250 ug t*e 25 pg [ para o ingrediente ativo padréo e para o produtoeccial,

respectivamente.
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Figura 3. Fertilidade deCeriodaphnia silvestriimédia £ DP do numero de neonatos por
fémea) apos 8 dias de exposicdo a diferentes cvacéas de diuron padrao (A), diuron
administrado como Diuron Nort6x500 SC (B), carbofuran padrdo (C) e carbofuran
administrado como Furad&®50 SC (D) nos testes de toxicidade cronica. €riasb (*)
indica valor significativamente diferente do coterfp < 0,05, Teste de Dunnett).

Para o carbofuran, tanto o ingrediente ativo pafif&ura 3C) como o seu produto

comercial (Figura 3D) causaram uma diminuicdo §icativa na fertilidade de fémeas de
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C. silvestriiexpostas as concentracées de 0,38, 0,60 e 0,96,.pmo evidenciado pelo
teste de Dunnett (carbofuran padrégse= 20,2, p < 0,001; carbofuran produto comercial:
Fes6= 40,5, p < 0,001). Os valores de CENO e CEO pararbofuran foram 0,23 pglle
0,38 g L1, respectivamente, tanto para o ingrediente atagygp como para seu produto

comercial.

3.3.Distribuicdo da sensibilidade das espécies (SSD)

Pela andlise das curvas de distribuicdo da seidsitdd das espécies (SSDs) obtidas
para diuron (Figura 4) e carbofuran (Figura 5)spéeie neotropicaC. silvestrij quando
comparada com outros invertebrados, foi um orgamitaste sensivel aos agrotéxicos
selecionados, principalmente para o carbofuranrélatdo a toxicidade aguda de diuron,
C. silvestriifoi mais sensivel do que o cladocEranagnao copépoddigriopus japonicus
o branquiopod#rtemia salina o poliquetaHydroides elegans cnidarioAiptasiasp. e a
cracaBalanus amphitriteAo comparar os valores de toxicidade crénica (O EC10),

C. silvestriifoi mais sensivel ao diuron do que todas as espémpeesentadas na SSD (por

exemplo,D. magnaHyella azteca Chironomus tentangFigura 4).



121

1.0 T
© Physa gyrina Balanus amphitrite
B Aiptasia sp.
o 08 T Daphnia pulex
Y= P P Hydroides elegans
<
3 Chironomus tentans Artemia salina
g 067 R
Tigriopus japonicus
g Lumbriculus variegatus
8 Daphnia magna
g 0.4 T Hyalella azteca P i i i
] y Ceriodaphnia silvestrii
=]
(o]
a Daphnia maana Arrenurus sp.
o 02 phniamagna @
zf& Acropora tumida
© " L. "
@ Ceriodaphnia silvestrii Nitocra spinipes
L.
O . 0 1 1 T 1
0.1 10 1000 100000 10000000
-1
ug L

Figura 4. Curva de distribuicdo da sensibilidade das espd&88D) construida com base
nos valores de Gk (circulos abertos) e de NOEC/ GKEcirculos fechados) para diuron
obtidos no presente estudo pat&riodaphnia silvestrii(em negrito) e para outros
invertebrados da literatura.

De acordo com a curva SSD para carbofuran (Figuma &8adocerd. silvestriifoi
o invertebrado mais sensivel ja registrado naalitea até o presente momento. Em relacao
aos valores de Eg C. silvestriifoi mais sensivel do que muitas espécies comunusatas
em estudos ecotoxicolégicos, como por exemplo adockerosC. dubig D. magnae D.
pulex os anfipoda&ammarus fasciatusG. pulex o quironomide@hironomus ripariuse
o rotiferoBrachionus calyciflorusAo comparar os valores de toxicidade cronica (O
CEuo), C. silvestriifoi mais sensivel ao carbofuran do dueericamysis bahjeC. dubiae

D. magnha
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Figura 5. Curva de distribuicdo da sensibilidade das espd&88D) construida com base
nos valores de Gk(circulos abertos) e de NOEC/ gEcirculos fechados) para carbofuran
obtidos no presente estudo pata&riodaphnia silvestrii(em negrito) e para outros

invertebrados da literatura.

A partir das curvas de SSD para diuron e carbofurarvalores da concentragcao
perigosa para 5% (Hfe 50% (HGo) da comunidade de invertebrados foram calculados
para os agrotéxicos selecionados (Tabela 3). Dedacocom os valores de H@ seus
intervalos de confianga de 95% calculaddssilvestriiestaria protegida contra os efeitos
toxicos do diuron, porém o carbofuran ainda podesiasar toxicidade crénica e aguda a
esta espécie (ver limite superior de IC 95% para) H&ém disso, o baixo valor da razéo
entre a toxicidade aguda-a-croni@cyte-to-chronic ratioo ACR; sendo ACR = Ci-
48h/CENO-8d) para carbofuran neste estudo (ACR/rif3dica pequeno intervalo entre a
concentracdo “segura” (CENO) e o aparecimento elsfenC. silvestrii(geralmente um

ACR de 10 é assumido como padrao).
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Tabela 3. Valor médio da concentragdo perigosa para 5%s \HC50% (HGg da
comunidade de invertebrados e seus respectivavaiie de confianca de 95% (IC 95%)
para diuron e carbofuran, calculada com base maasde SSD geradas a partir dos dados
ecotoxicolégicos (CENO e GE.

HCs HCsq

HCs (ugLY) 1C95% (ugL)  HCso(ugL?) IC 95% (g L)
Diuron
Toxicidade crénica (CENO) 19,7 0,5-118,4 905,7 1781693,0
Toxicidade aguda (EC50) 3728,0 1892,0 - 5473,0 9683,0 9958 - 13400,0
Carbofuran
Toxicidade crénica (CENO) 0,07 0,0005 - 0,38 1,20 60,2010
Toxicidade aguda (EC50) 0,35 0,017 - 2,60 181,00 3781%,00
4. Discussao

No presente estudo, a toxicidade de diuron padcasl®furan padréo a espétie
silvestriifoi significativamente diferente da toxicidade desis produtos comerciais (Diuron
Nortox® 500 SC e Furad&350 SC, respectivamente). As formulacées comerdas
agrotoxicos contém o ingrediente ativo, cuja funé&afetar o organismo-alvo, misturado
com os chamados ingredientes “inertes”, que agemocsolventes, emulsionantes,
surfactantes, dentre outros (Cox e Surgan, 2006)ies vezes sdo mantidos em sigilo pelas
empresas fabricantes. Estes ingredientes “inegedém contribuir para a toxicidade da
formulacdo, quer por exercer atividade toxica popréprios, ou por interacdo com o
ingrediente ativo, facilitando a sua absorcdo pel@gmnismos vivos, 0 transporte e a
volatilizacdo do composto, além de tornar o agilothxnais persistente no ambiente
(Baynes e Rivieri, 1998; Huston e Pignatello, 1999)

Na maioria das pesquisas e também como verificadpresente estudo para o
diuron, a toxicidade da formulacdo comercial € mdamque a do ingrediente ativo padrao
(e.g. Pereira et al., 2009; Beggel et al., 2010jiMR015). Kroon et al. (2015), ao comparar
a toxicidade do ingrediente ativo diuron e seu prodcomercial, verificaram que 0s
biomarcadores estrogénicos em juvenis do péiies calcariferaumentaram apds a
exposicdo a formulacdo comercial do diuron (Difir&%G), mas ndo para o composto
quimico padrdo, sugerindo uma resposta estrog@aiea os aditivos. Diferentemente da
tendéncia frequentemente relatada, em alguns ces®) o ocorrido com o carbofuran
neste estudo, a toxicidade do produto comerciat@omdo que a do seu ingrediente ativo

padrdo, sendo provavel que os compostos “inerédsiomados nas formulacdes tenham
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contribuido para um efeito antagénico (e.g. Guitheeet al., 2012). Moreira et al. (2015),
ao comparar a toxicidade do ingrediente ativo darbo padrdo com o seu produto
comercial Furaddh 350 SC ao rotifercPhilodina roseolatambém verificou maior
toxicidade do carbofuran em sua forma padrdo. Rmrtdestes com o ingrediente ativo
padrdo e também com a sua formulacdo comercialirs@ortantes, pois fornecem
informacfes mais realisticas sobre a toxicidadagietoxicos, que podem ter respostas
toxicas diferentes, tanto devido aos ingredientestes associados como ao fato das
respostas de toxicidade serem normalmente espgméeiéicas.

Comparando-se os valores médios deo@Bh dos ingredientes ativos carbofuran
(0,86 pg ) e diuron (7436,4 pugt) verificou-se que o carbofuran é aproximadamente
8647 vezes mais toxico. A alta toxicidade do cart@f é provavelmente devida ao seu
modo de acgdo especifico. Este inseticida carbamalioe a acdo da enzima
acetilcolinesterase que atua nas sinapses coli@drghidrolisando o neurotransmissor
acetilcolina em colina e acido acético (KavithaamR2007). O mecanismo de inibicdo da
acetilcolinesterase por carbofuran ocorre por ndaidormacao de um complexo enzima-
inibidor (reversivel) e posterior carbamilacdo (MaX et al., 2008). J& o herbicida diuron
€ um potente inibidor da fotossintese, ndo sendagrnotoxico especifico para organismos
heterotroficos. No entanto, apesar da relativambabea sensibilidade d€. silvestriiao
diuron, este composto causou efeitos toxicos sebte organismo-teste. Poucos sdo 0s
estudos de toxicidade de diuron sobre cladécegpodiveis na literatura (e.g Fernandez-
Alba et al., 2002; Hernando et al., 2005, Neuwoebnal., 2010), razdo pela qual seu modo
de acdo sobre estes organismos ainda ndo esta BEmcordo com Neuwoehner et al.
(2010), em dafinideos (e.@paphnia magng o diuron foi um agente tdxicbaseline
Segundo Nendza et al. (2014), a toxicidhdseline(ou nivel-narcose) denota os efeitos
minimos causados por interacdes nado-covalentepdoidisas de xenobidticos com
componentes da membrana, isto €, perturbacdesrdanarga. Kao et al. (1995) observaram
que o herbicida atrazina induziu o citocromo P430a¢ividade esterase ndo-especifica em
insetos. Estas enzimas induzidas quebram agro&)>dom o efeito de aumentar ou diminuir
a toxicidade, dependendo se 0os metabolitos resegtado mais ou menos toxicos do que 0s
seus compostos precursores. Como os herbicidasnatra diuron apresentam modos de
acao similares e crustaceos e insetos compartitimepriedades fisioldégicas importantes, o
diuron pode similarmente induzir o citocromo P4%0atividade esterase ndo-especifica em

C. silvestrii
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Quando os dados de sensibilidadeQlesilvestrii para o diuron e o carbofuran
registrados neste estudo foram representados emscBS5Ds em conjunto com os dados da
literatura para a toxicidade aguda e crénica destegostos a outras espécies (Figura 4 e
5), verificou-se que a espécie neotropicalkilvestriifoi mais sensivel do que claddceros
comumente usados em regides temperadas, comograpkCeridaphnia dubiaDaphnia
magnae D. pulex e muitos outros invertebrados utilizados como asyaos-teste. Em
alguns estudos, as espécies tropicais nativasaselas também foram mais sensiveis aos
compostos do que as de clima temperado (e.g. Dg Ebal 2004; Freitas e Rocha, 2012;
Moreira et al., 2014). Kwok et al. (2007) companara sensibilidade das espécies
temperadas com as tropicais para 18 substanciamoasiutilizando as SSDs. Os resultados
indicaram que as sensibilidades relativas das mspécopicais e temperadas séo
visivelmente diferentes para alguns produtos quisjisendo que para alguns agrotoxicos,
como por exemplo para o clorpirifés, espécies ta@pi sdao mais sensiveis (Kwok et al.,
2007).

Ao comparar os valores de toxicidade ag@asilvestriifoi mais sensivel ao diuron
do que seis invertebrados, dentre eles o cladd@ernagna(ECse-48h = 8600,0 pg t,
Hernando et al., 2005) e o copépddgriopus japonicu§ECse-48h = 11000,0 ugt, Bao
et al.,, 2011) (Figura 4). Para o ingrediente atiadbofuran, a espécie. silvestriifoi o
organismo aquatico mais sensivel registrado nalfitea até o presente momento (Figura 5).
Considerando a média geométrica (g) dos dados gamgparacdes, visto a grande
quantidade de valores disponiveis na literat@railvestriifoi aproximadamente 2,7 vezes
mais sensivel ao carbofuran do qué.alubia(gEGso-48h = 2,3 ug L, e.g. Bailey et al.,
1996; Norberg-King et al., 1991) e 43,3 vezes meaissivel do que 2. magna(gEGse-48h
= 37,2 ug %, e.g. Herbrandson et al., 2003; Hernando et @052 Em relac&o aos valores
de CENO, &C. silvestriitambém apresentou o menor valor, sendo este aprdaimente
42,6 vezes menor do que o Be magna(CENO-21d = 9,8 ug L, USEPA, 1992). No
entanto, as comparacdes diretas dos dados ecdtmicos deste estudo com outros
invertebrados devem ser vistas com cautela, pleiredicas de sensibilidade observadas para
estes compostos podem ser devido as caracteristidasecas das espécies (e.g. tamanho,
idade) e diferencas nas condi¢cbes de ensaio éengeratura, fotoperiodo, composi¢cao do
meio, dureza da 4gua), como relatado por outrasesife.g. Freitas e Rocha, 2012; Moreira
et al., 2014).
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Em relacdo a toxicidade cronica, os agrotoxicoscgmhados apresentaram efeitos
sub-letais sobre a reproducéo. O carbofuran, taatimrma padrdo como em seu produto
comercial, reduziu significativamente a fertilidades fémeas deC. silvestrii em
concentragdes a partir de 0,38 pd. IO nimero de descendentes por fémeaidaa
micruratambém foi reduzido significativamente por carlbbafu(2,5 pg %), além de outros
agrotoxicos como malation, clorpirifos e glifosdlwai et al., 2011). Casali-Pereira et al.
(2015) verificou a reducao da fertilidade @esilvestriiem fémeas expostas a abamectina
(169 ng LY. De modo geral, varios autores tém relatado guet@xicos agem sobre a
reproducéo de cladéceros, diminuindo o numero deetglentes, além de aumentar a taxa
de anormalidades em embrides (e.g. Freitas e Ra6ha; Palma et al., 2009).

O herbicida diuron, tanto na forma padrao como empsoduto comercial, causou
um aumento na fertilidade das fémeagdsilvestriiexpostas a baixas concentra¢cdes deste
herbicida e uma reducéo na fertilidade das fémassnaiores concentracdes testadas. Este
resultado se deve ao fendbmeno hormesis, que adiefiomo uma relacdo dose-resposta
bifasica caracterizada por estimulacdo em baixasgle inibicdo em altas doses (Calabrese
e Baldwin, 2002). Segundo estes autores, a respesistimulacdo em baixas concentracdes
€ devida a estimulacéo direta ou o resultado deepsms biologicos de compensacao apds
uma perturbacéo inicial na homeostase (sobrecorap@&nys O efeito hormesis tem sido
relatado para muitas espécies de invertebradossmga diferentes produtos quimicos
(Calabrese e Baldwin, 2003; Gama-Flores et al.72@araventa et al., 2010; Guo et al.
2012; Huang et al., 2013; Moreira et al., 2015)elTan (2011) relataram qiie magna
apés exposicdo cronica aos agrotoxicos triazofds iy L) e clorpirifés (0,1 pg 1)
apresentou resposta hormética na atividade daestdirase. ErD. carinatg o inseticida
clorpirifés causou um efeito hormesis na 12 e 28gg® de descendentes de adultos expostos,
mas individuos a partir da 32 geracdo foram maisigeis a este agrotoxico (Zalizniak e
Nugegoda, 2006). Para herbicidas, o potencialgafaito hormesis sobre plantas terrestres,
macrofitas e algas € bem reconhecido (e.g. Cedarg?008, Cedergreen et al., 2007; Belza
e Duke, 2014), no entanto, este efeito também telm gbservado para espécies de
invertebrados expostos a herbicidas (e.g. BonillediRez et al., 2013; Tyne et al., 2015).

Vérios estudos (e.g. Calabrese e Baldwin, 2002hd3r2000; Jager et al., 2013)
sugerem diferentes mecanismos que podem provaefaito hormesis, como por exemplo
aumento na aquisicdo de energia, mudancas na atade recursos energéticos ou

medicacdo (quando o estressor € um elemento eslsencitua como uma cura para uma
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doenca ou infeccao) (Jager et al., 2013). Nestelesb aumento do numero de neonatos
por fémea deC. silvestriiexposta a baixas concentracdes de diuron podedieicausado
por uma mudanca na alocagdo de energia, favorecermanento na reproducéo. No
entanto, esta hipotese nao foi comprovada nestdastisto que uma diminui¢do em outro
endpoint (e.g. crescimento somatico, sobrevivéncia) nasasaiponcentracbes nao foi
observado durante os testes de toxicidade cromimentanto, pode-se inferir que a alta
fertilidade observada nas baixas concentra¢Oestsigdo diuron provavelmente pode ter
futuros efeitos adversos sobre o desempenho refprod2ina sua propria sobrevivéncia,
como consequéncia da canalizacdo de muita eneaga g reproducdo sob o estresse
causado por este agrotoxico. O estudo da hormsesiscetoxicologia € particularmente
relevante para 0s agrotoxicos, pois estes compsétogeralmente encontrados em baixas
concentracdes no ambiente (Tyne et al., 2015; katisbu et al., 2006).

No Brasil, em varias regides foram relatadas aarnmacao de aguas superficiais e
subterraneas pelos agrotoxicos diuron e carbofésitoncentracdes maximas detectadas
para o diuron variaram de 0,9 a 408 fg(&.g. Britto et al., 2012; Dantas et al., 2011rd30
et al., 2009; Paschoalato et al., 2008) e paralwfizan, de 0,1 a 68,8 ug'l(e.g. Caldas
et al., 2011; Carbo et al., 2008; Loro et al., 2Ribeiro et al., 2013). De acordo com as
concentracdes reais encontradas nos corpos d'@gmaadil, o carbofuran pode causar
efeitos toxicos cronicos e agudos para o claddCesilvestrii(CEO = 0,38 pg te Cko =
0,86 ug 1. No caso do diuron, esta espécie pode estarrdparente protegida, embora as
baixas concentracOes deste agrotoxico podem celfgstrs horméticos sobre a reproducao
deC. silvestriie afetar a estrutura e funcionamento dos ecossstaquaticos. Além disso,
as concentracdes ambientais observadas para citlarbiuron podem ter efeitos toxicos
em comunidades de algas (DelLorenzo et al., 201;ePet al., 2011; Tlili et al, 2011) e,
assim, indiretamente afetarem o cladocero aquidadtu pela reducédo de sua fonte de
alimento. Para um cenario mais realistico da tdaae do diuron e do carbofuran, sugerimos
para estudos futuros a avaliacdo dos efeitos téxiestes agrotdxicos em mistura e também
a realizacédo de estudos experimenitaisitu (mesocosmos), 0s quais poderéo fornecer as
informacdes necessarias para uma compreensao pnafgralada dos efeitos dos mesmos

e de suas interacdes com fatores ambientais riemsis aquaticos.
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5. Conclusodes

Os resultados deste estudo revelaram que os agddliuron e carbofuran causam
efeitos toxicos letais e subletais ao claddcerarapiwal Ceriodaphnia silvestrii Esta
espécie apresentou elevada sensibilidade a estgsostos, sendo para o carbofuran o
organismo-teste mais sensivel ja registrado nealitea. De acordo com as curvas de
distribuicdo da sensibilidade das espécies (SSDejpécie tropical. silvestriifoi mais
sensivel a estes agrotéxicos do que clad6cerosmenta utilizados em regides temperadas,
como por exempl@eridaphnia dubiae Daphnia magnaNas condi¢cfes testadas e para este
organismo-teste particular, a toxicidade dos ingrads ativos padrdoes foi
significativamente diferente das suas formulacoesecciais, sendo possivel observar maior
e menor toxicidade do produto comercial para oodive carbofuran, repectivamente,
sugerindo que os ingredientes “inertes” adicionanias formulacdes comerciais podem
causar interacdes sinérgicas ou antagonicas cangreslientes ativos. O herbicida diuron,
tanto na forma padrdo como em seu produto comeoaiakou efeitos horméticos sobre a
fertilidade das fémeas d& silvestrii enquanto o carbofuran reduziu significativamente
reproducdo desta espéaen concentracGes a partir de 0,38 pf De acordo com as
concentracdes reais verificadas nos corpos d'agBaasil, o carbofuran apresenta alto risco
de causar efeitos toxicos agudos e cronicos paeadcerdC. silvestriie no caso do diuron,
esta espécie pode estar aparentemente protegideraras concentracfes ambientais
observadas possam ter efeitos toxicos em comursda#e algas afetando assim,
indiretamente a espécie. Com base neste estud@acaems o potencial da espéie
silvestriicomo organismo-teste em estudos ecotoxicolégimmsagrotdxicos e ressaltamos
a importancia da utilizacao de organismos-testgeospara tornar ecologicamente relevante

a avaliacao de risco desses e de outros produxice$@os ecossistemas aquaticos tropicais.
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Capitulo 4

Efeitos da mistura dos agrotoxicos diuron e carboftan em suas formas padréo e

comercial aos invertebradog?aramecium caudatum e Ceriodaphnia silvestrii

Resumo

Neste estudo, os efeitos toxicos da mistura deodiercarbofuran sobre os invertebrados
Paramecium caudatune Ceriodaphnia silvestriforam avaliados. Para isso, testes de
toxicidade aguda e cronica foram realizados cormisuras dos agrotéxicos diuron e
carbofuran, nas suas formas padrdo e formulagdasrciis, Diuron NortoX 500 SC e
Furadaf? 350 SC, respectivamente. Os resultados obtidogestess com as misturas foram
comparados com os previstos pelos modelos de AdigdGoncentracdo (CA) e Acéo
Independente (lA). De acordo com os resultadosxa®sicfes agudas e crbnicas das
misturas de diuron e carbofuran sobre os organidests causaram desvios significativos
da toxicidade prevista pelos modelos de refer@dgia IA. Para o protozoar®. caudatum

0 desvio dependente da propor¢cdo da dose (sinergsansado pelo carbofuran e
antagonismo causado pelo diuron) foi observado x@osicoes agudas (mortalidade) e o
desvio para o antagonismo foi verificado para s@meento populacional em concentracdes
subletais das misturas dos ingredientes ativos ®aladdcerd. silvestrii, observou-se o
antagonismo em baixas doses e o0 sinergismo endalas, prevalecendo o sinergismo nas
exposicoes agudas das misturas dos ingredientes anquanto que para a reproducéo foi
encontrado o desvio para o antagonismo. As mistai@s agrotoxicos comerciais
apresentaram efeitos significativamente difereetenais graves do que as misturas de
diuron e carbofuran padrdo para as duas espédtmids, provavelmente devido aos
ingredientes “inertes” das formulagdes. De acomio os resultados, o diuron e o carbofuran
em mistura podem interagir e causar respostasa®dderentes das previstas para 0s
compostos individuais. Assim, as avaliacfes de esoldgico devem considerar além dos
efeitos isolados, a toxicidade da mistura, a finedéar sub ou sobre-estimacao dos efeitos
do diuron e do carbofurano sobre o protozooplanetnooplancton de agua doce, uma vez
gue estes agrotoxicos sdo também encontrados dorani®s ambientes naturais.

Palavras-chavesProtozoério; cladocero; toxicidade; sinergismdaganismo.
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1. Introducao

Grandes quantidades de substancias toxicas red@ideras atividades industriais,
agricolas e urbanas sao liberadas no meio ambieméminando o ar, o solo e a agua
(Ferreira et al., 2008). Entre os inUmeros com@ogte atingem os corpos de agua doce, 0s
agrotoxicos podem causam efeitos graves sobreta dgpatica. A maioria das avaliacbes
da toxicidade de agrotdxicos para 0s ecossistemadieos sdo baseadas na exposicao de
organismos a compostos individuais (Barata et24lQ6). No entanto, um agrotoxico
raramente ocorre como um Uunico contaminante no eartédie 0S organismos Sao
frequentemente expostos a misturas de agrotox=iddn et al., 2007; Chévre et al., 2006;
Choung et al., 2013). A interacdo entre componeatéaesma mistura pode provocar maior
(sinergismo) ou menor toxicidade (antagonismo) aarganismo do que pode ocorrer
guando cada substancia esta presente sozinha.dbDensemente, as avaliacdes de riscos
ecologicos e critérios de qualidade ambiental casebem exposicdes individuais de
agrotoxicos podem ndo proteger adequadamente gsigtemas aquaticos (Phyu et al.,
2011).

Em toxicologia aquaticagdois conceitos de referéncia tém sido utilizadosa pa
analisar os efeitos toxicos dos compostos em rmastua Adicdo de Concentracao
(Concentration Addition- CA) (Loewe e Mechanik, 1926) e a Acéo Indepetelen
(Independent Action IA) (Bliss, 1939).0 modelo de CA assume que 0s agentos toxicos
individuais apresentam o mesmo modo de acdo e atabhra o mesmo alvo no organismo,
contribuindo para uma resposta comum em propor¢c8ongatdria de suas respectivas
toxicidades (Ferreira et al., 2008; Freitas etal14). Por outro lado, 0 modelo de IA assume
que agentos toxicos individuais tém modos de aifécedtes e, assim, ndo interferem uns
com os outros durante a sua acdo nos respecthiiasaivo (Loureiro et al., 2010; Freitas
et al.,, 2014). Em condi¢cbes ambientais reais, ospostos podem interagir uns com 0s
outros e esta interacao pode resultar em desvmddelos de CA e IA, tais como efeitos
sinérgicos ou antagoOnicos, ou aqueles que dependsmiveis da dose dos produtos
quimicos (diferentes desvios a baixas e altas odragges), ou da proporcédo da dose dos
componentes na mistura (Jonker et al., 2005).

Em estudos realizados no Brasil (e.g. Carbo eR@08; Souza, 2006) e em outros
lugares do mundo (Bacigalupo e Meroni, 2007; Faggiet al., 2010; Masia et al., 2015)

registraram a presenca simultanea dos agrotoxizosnde carbofuran nos ambientes
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aquaticos analisados. O diuron é um herbicida dpadas feniluréias amplamente utilizado
em muitas culturas agricolas, como cana de acditars, algodao e café. Este composto
inibe a fotossintese pelo bloqueio da cadeia asp@te de elétrons no fotossistema Il em
microrganismos e plantas fotossintéticas (GiacamazCochet, 2004). Devido a sua
elevada persisténcia (um més a um ano), o diurde per encontrado em muitas matrizes
ambientais, tais como solo, sedimento e agua (feek., 2003). J4 o carbofuran € um
inseticida, acaricida e nematicida conhecido pdririra enzima acetilcolinesterase nos
organismos (Pessoa et al., 2011). Este carbamasadd em quantidades crescentes em
culturas de arroz, algodéo, café, cana de acleigo fe milho (Ehler, 2004). Os ambientes
aquaticos sao particularmente propensos a contgaareor carbofuran como indicado pelo
seu indice de GUSGfoundwater Ubiquity Scojede 4,52, caracterizando um risco
relativamente alto de ser transportado do solordaséde aplicagdo aos corpos de agua
adjacentes apos eventos de chuva (Carbo et a8; Riéeiro et al., 2013).

A mistura de diuron e carbofuran nos ambientestampsgpode causar efeitos toxicos
sobre organismos nao-alvo, tais como o0s protoze&ios claddceros. Os protozodrios
desempenham importantes fun¢des nos ecossistemascag, pois agem como um elo
entre a producdo bacteriana e os produtores satmdg&enchel, 1987), aumentam o0s
processos de remineralizacao (Sherr e Sherr, 168dirolam as comunidades bacterianas
por predacédo (Corno et al., 2008) e sdo presasgd@iemos de niveis tréficos superiores.
J& os cladbceros ocupam uma posicao central ngacadeentar, sendo um componente
importante das interagcfes fitoplancton-zooplantaovas de peixes (Dettmers e Stein,
1992). Assim, efeitos de agentes tdxicos sobreaieznarios e os cladoceros podem alterar
a cadeia tréfica e afetar significativamente o éojid dos ecossistemas aquaticos.

Além dos atributos ecoldgicos, os protozoarios @axdceros apresentam facilidade
de cultivo e manutencao laboratorial, altas taxaseproducdo e sado sensiveis a varios
compostos, como 0s agrotoxicos (protozoarios: ®dilal., 2014; Trielli et al, 2007;
cladéceros: Casali-Pereira et al., 2015; Novelklgt2012), caracteristicas que os tornam
organismos-teste adequados para bioensaios dedaméc Em relacdo a toxicidade de
misturas, raros sao os estudos que utilizaram aiezwarios como organismos-teste (e.qg.
Gomiero e Viarengo, 2014; Lang e Kohidai, 2012pesar de existirem diversas pesquisas
com cladoceros (e.g. Freitas et al, 2014; Pavitaki2011; Phyu et al, 2011), nenhum estudo
foi realizado com a espécie neotropi€alsilvestriicomo organismo-teste em estudos de

misturas de agrotoxicos.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar os efettaxicos letais e subletais da
mistura de diuron e carbofuran em suas formas padr&omercial aos invertebrados
aquaticosParamecium caudatura Ceriodaphnia silvestriiPara isso, testes de toxicidade
aguda e crbnica foram realizados com a misturardpedientes ativos padrdes diuron e
carbofuran e também com a mistura de suas formegagdmerciais, Diuron Nort&X500
SC e Furaddh350 SC. Osndpointsavaliados para o protozoafd caudaturmforam a
mortalidade e o crescimento populacional e paraladécero C. silvestrii foram a
imobilidade e a reproducéo (fertilidade)

2. Materiais e Métodos

2.1. Organismos-teste e condi¢des de cultivo

Os individuos déParamecium caudaturkhrenberg, 1833 (Protozoa, Ciliophora)
foram cultivados em tubos de ensaio contendo agénado (2%), um grao de arroz com
casca estéril e 4gua mineral Mindllsaplementada com a bactéFiaterobacter aerogenes
na concentragio final de ®6élulas mt! (adaptado de Rao et al., 2007). Os organismos
foram mantidos em incubadora com temperatura dexza 25 + 4C; fotoperiodo de 12 h
luz: 12 h escuro e pH 7,5-8,0.

As culturas deCeriodaphnia silvestriiDaday, 1902 (Crustacea, Cladocera,
Daphnidae) foram mantidas sob temperatura contaq2i+ 1 °C) e fotoperiodo (12 h luz:
12 h escuro) em agua reconstituida com pH 7,0, €@r&lutividade de 1605 cm' e dureza
40 - 48 mg CaCéL !, como recomendado pela Sociedade Americana desTedflateriais
(ASTM, 2001). Os organismos foram alimentados comlga cloroficeaRaphidocelis
subcapitata(1® células mt?), cultivada em meio Chu-12 (Miller, 1972), e uraspensao

contendo levedura e racéo para peixe (1™l L

2.2.Substéancias-teste e analises quimicas

Os compostos diuron e carbofuran adquiridos da &igldrich apresentam alto grau
de purezaX98%). O produto comercial Diuron Nortd$00 SC (adquirido de Nortox S/A,
Brasil) possui 50% m/v do ingrediente ativo diu¢68,4% m/v de ingredientes inertes) e o
Furadaf 350 SC (adquirido de FMC, Brasil) apresenta 35% d# ingrediente ativo
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carbofuran (65% m/v de ingredientes inertes). Aacées-estoque dos compostos foram
preparadas pela diluicdo de uma quantidade esgedii cada composto em agua destilada
imediatamente antes dos testes, com a excecaaim ghadrao, o qual foi preparado em
acetona grau analitico §860; LabSynth) devido a sua baixa solubilidade emad@5,6

mg L a 20 °C). Por sua vez, as concentracdes nomiraisdh composto testado foram
obtidas pela diluicdo da solucdo-estoque em meioccudira (Agua mineral para o
protozoario e agua reconstituida para o cladocero).

Para confirmar as concentragbes nominais utilizadasensaios, as solugdes-teste
foram analisadas em cromatografo liquido de aitzéetcia (HPLC) (Agilent Technologies
1200, Waldbronn, Alemanha), equipado com detectoramanjo de diodos (DAD). As
condi¢cdes cromatogréficas de anélise e métodosiatgiticacdo dos analitos foram iguais
as descritas anteriormente nos capitulos pa& protozoario e claddcero, respectivamente.

2.3.Testes de toxicidade das misturas

Os testes de toxicidade aguda e cronica com msstigrdiuron e carbofuran em suas
formas padrao e comercial foram realizados comgenismos-teste selecionados. Os testes
de toxicidade conP. caudatunforam realizados de acordo com o método descrito em
Mansano et al. (2016) e os testes donsilvestriiseguiram as diretrizes da OECD (2004,
2008).

Para o protozoarid®. caudatum os ensaios de toxicidade aguda (4h) foram
realizados em vidros de relégio mantidos indivichedte dentro de placas de Petri. Para
cada tratamento e controle, trés réplicas foratagecontendo 1 mL de solugdo-teste e dez
organismos em cada réplica. Os experimentos forantidos a 25 +°C, sem adi¢do de
alimento e na auséncia de luz. O numero de inddgdivos nas trés réplicas foi contado
sob microscopio estereoscopico (aumento de 50xpsDss de toxicidade cronica (24 horas)
foram realizados em tubos de ensaio (tamanho 1Bsxi)@ontendo 5 mL de solucdo-teste
e 50 protozodrios provenientes de uma cultura smlémaritmica (> 72h). Os experimentos
foram realizados em triplicatas e mantidos sob &smmas condi¢cdes (temperatura,
fotoperiodo, meio, alimentacdo) descritas para ltivou Apds 24h de exposicdo, 0s
protozoarios foram fixados com lugol acido 0,4%deasidade de células foi quantificada
sob microscoépio Optico (aumento de 100x) usandacahe Sedgwick-Rafter.
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Para o cladocer@. silvestrii os testes de toxicidade aguda (48h) foram refza
utilizando trés réplicas, cada uma contendo ciremnatos (6-24 h de idade) em 10 mL de
solugéo-teste. Os organismos expostos nao forame@iados no decorrer dos experimentos
e foram mantidos sob temperatura controlada (25C} & auséncia de luz. Apds 48 horas
de exposicdo, os organismos foram observados sobsoopio estereoscopico € 0 nimero
de individuos moveis foi contado. Os testes decidade cronica foram realizados
utilizando seis réplicas, cada uma contendo um ateof6-24 h de idade) em 15 mL de
solugéo-teste. Os testes foram semi-estaticospsandolucdes-teste renovadas a cada 2
dias. A duracado do experimento foi de 8 dias ergaresmos foram alimentados e mantidos
sob as mesmas condicfes (temperatura, fotoperimeoog descritas para o cultivo. Durante
oito dias, os claddceros foram observados sob Bu6mo estereoscoépico, a fim de verificar
diariamente a sobrevivéncia das fémeas e o nuneedestendentes, que foram contados e
descartados a cada renovacao.

Os experimentos de misturas foram realizados aititio os dados provenientes dos
testes de toxicidade aguda e cronica obtidos a pag estudos de exposi¢ao individual dos
compostos ao protozoario e cladécero, como apmd@nnos capitulos 2 e 3,
respectivamente. Para os testes de toxicidadeaguchistura foi selecionado para o ensaio
um design experimental que incluiu simultaneamente um tesie prada composto
individual e um conjunto de 25 combinacbes de amlisstestes com 0s compostos
individuais foram realizados simultaneamente comeosiistura, para que as diferencas nas
respostas dos organismos devido as variacfes dibiidade pudessem ser controladas e
nao invalidassem a analise. Nos testes de toxieidgdda, undesignfatorial completo
(Figura 1A) foi utilizado, pois ndo havia preocuagom a mortalidade ocorrendo em
misturas com altas concentragdes dos compostos.

Para os testes de toxicidade crénica da mistudiwten e carbofuran, umesign
experimental que incluiu simultaneamente tanto estetpara cada composto individual e
um conjunto de 23 combinacdes foi selecionado panmasaio. Um design experimental de
razéo fixa parcial (Cassee et al., 1998) (Figura fbButilizado para as misturas com o
objetivo de evitar a inclusdo de tratamentos camasatoncentracées dos compostos que
poderiam levar a mortalidade. As concentracfes maiglidas misturas foram calculadas
com base nas forgas téxicas esperadas de 0,375 (9,0,25; 0,25 + 0,125), 0,5 (0,125 +
0,375; 0,25 + 0,25; 0,375 + 0,125), 0,75 (0,125628; 0,25 + 0,5; 0,375 + 0,375; 0,5 +
0,25; 0,625 + 0,125), 1 (0,125 + 0,875; 0,25 + 007375 + 0,625; 0,5 + 0,5; 0,625 + 0,375;
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0,75 +0,25; 0,875 + 0,125), 1,5 (0,5 + 1; 0,75#501 + 0,5), 1,75 (0,75 + 1; 1 + 0,75) e 2
(1 + 1) unidades toxicas (UT). Uma UT foi iguahador da Céo (para protozoario) ou Gk

(para claddcero) obtido a partir dos testes decideile cronica com cada agrotdxico

individual.
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Figura 1. Design experimental esquematico para as misturas dogéxgros diuron e
carbofuran utilizados nos testes de toxicidade agutesignfatorial completo (A) e nos
testes de toxicidade cronica - design de razagpixeial (B).

2.4.Andlise de Dados

Os valores de (4-4h e CEko-48h obtidos nos testes de toxicidade aguda elosega
de Cko-24h e CEko-8d dos testes de toxicidade crbnica e seus regpesialores delope
para as exposicoes individuais aos agrotoxicosisel@dos foram calculados por regressao
nao linear, utilizando uma curva logistica de wésgmetros (Systat, 2008). Esta curva é
descrita pela seguinte equacde=¥Ynax/ 1 + (@ CL50)"; em que Y é a resposta de um
determinado parametro; max é a sua resposta maxin@a;a concentracdo do produto
quimicoj; CL50Q (CI50 ou CE50) é a concentragéo letal do produtmito; (concentragéo
de inibicdo ou efetiva) g é oslopepara o produto quimido

Os dados dos testes de toxicidade de mistura fanafisados por meio dos modelos
conceituais de adicdo de concentragdo (CA) e agdependente (IA). Inicialmente, os
dados observados foram comparados com o efeitoinad esperado calculado a partir
das exposicdes individuais, utilizando a ferramevitATOX (Jonker et al., 2005). Em

seguida, as analises foram estendidas, tal conuitdegor Jonker et al. (2005) e os trés
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desvios dos modelos de referéncia, tais como giiesssinérgicas/antagonicas (S/A), desvio
dependente da propor¢cao da dakesé ratio-dependerDR) e dependente do nivel da dose
(dose level-dependenDL) foram modelados pela adi¢cado de dois parémdta’ e “b”). O
parametro “a”, em desvios sinérgicos e antagdontonsa-se, respectivamente, negativo ou
positivo. Para o desvio dependente da proporc@osia(DR), um segundo parametrerb
esta incluido além do parametro “a”, permitindo queapel de cada composto na mistura
seja identificado. Para descrever o desvio depaeadi® nivel da dose (DL), novamente um
segundo parametro pb’ é incluido além do parametro “a”. O valor de fatlica o desvio
em baixas e altas doses e o valor dg ™ndica em que nivel da dose o desvio muda.
Maiores detalhes sobre estas fun¢cbes de desviorpseieobtidos em Jonker et al. (2005) e
na Tabela 1. Os dados foram ajustados aos modwmigsituais e desvios, e o0 melhor ajuste
foi escolhido pelo método de méxima verossimilhangpds identificado o modelo
estatisticamente mais adequado para a descrigdesdm, o padréo de efeitos foi deduzido
diretamente dos valores dos parametros (Tabelaoldesvio maximo pode ser calculado

em termos de nivel de efeito (Jonker et al., 260&itas et al., 2014).
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Tabela 1. Interpretacdo dos parametros adicionais (“a” € ‘duie definem a forma funcional do padrdo dos dssai partir da adicdo de
concentracdo (CA) e da acao independente (I1A);tadapgle Jonker et al. (2005).

Desvio Padréo Parametro "a" (CA e IA) Parametro "b" (CA) Parametro "b" (I1A)

a > 0 - antagonismo
Sinergismo / Antagonismo (S/A)
a <0 - sinergismo

a > 0 - antagonismo, exceto para aquelas
proporc¢des de misturas onde um valor de b bi >0 - antagonismo onde a toxicidade da mistususaza principalmente pelo toxicainte

Dependente da proporcéo da dose (DRyegativo significativo indica sinergismo
a < 0 - sinergismo, exceto para aquelas

proporcdes de misturas onde um valor de b bi <0 - sinergismo onde a toxicidade da misturauéarda principalmente pelo toxicante
positivo significativo indica antagonismo

a > 0 - antagonismo em nivel da dose baixabg. > 1 - mudanga em nivel da dose menor do qug CE bp, > 2 - mudanca em nivel da dose menor do qug CE

sinergismo em nivel da dose alto
bpL =1 - mudanca em GE bpL = 2 - mudanca em GE

Dependente do nivel da dose (DL)

. . : ) 0 < kp. <1 - mudanga em nivel da dose maior do qug CE < by, < 2 - mudanca em nivel da dose maior do qug CE
a <0 - sinergismo em nivel da dose baixo e

antagonismo em nivel da dose alto boL < 0 - sem mudanga, mas a magnitude do S/A é boL < 1 - sem mudanga, mas a magnitude do S/A é
dependente do nivel da dose dependente do nivel de efeito
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3. Resultados

3.1.Variaveis abioticas dos testes de toxicidade e ais#ls quimicas

Nos testes de toxicidade com o protozoario, o pslstducdes-teste permaneceu
dentro do intervalo de 7,5 e 8,1 e a temperaturagda variou entre 24,8 e 25@. Nas
solucdes-teste utilizadas nos testes de toxicidadeo cladécero, o pH variou entre 7,2 e
7,7, atemperatura da agua entre 24,6 e%25,& condutividade elétrica entre 147,6 e 162,8
uS cm' e a dureza da agua entre 40 e 46 mg GACOAssim, nos testes de toxicidade
foram atendidos os critérios de validade estal#dschas orientagcbes da OECD (2004,
2008).

As andlises das solugbes-teste em HPLC-DAD mostragae nos testes de
toxicidade aguda e crbnica com as misturas de mliaroarbofuran e dos seus produtos
comerciais com o protozoario (Tabelas 1 a 4, Apgnd) e o cladocero (Tabelas 5 a 8,
Apéndice D), as concentracdes reais de diuron lmftaan diferiram menos de 10% das
concentracdes nominais. Portanto, os resultadoamfocalculados com base nas

concentragcées nominais, como sugerido pela ISOGLEZADO0).
3.2. Testes de toxicidade das misturas
Os valores de toxicidade aguda e crbénica paratozwario (Clso-4h e Céo-24h) e

o0 cladocero (Ck-48h e Cko-8d) para cada composto testado individualmentzunsn dos

testes de mistura sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2.Valores médios das concentracdes que causamdaaeiaguda e crénica para o
protozoarioP. caudatume o claddcercC. silvestrii obtidos para cada composto testado
individualmente durante os testes de mistura.

Paramecium caudatum Ceriodaphnia silvestrii
Toxicidade Aguda Toxicidade Cronica Toxicidade Aguda ‘dxicidade Cronica
Compostos
CLsg-4h Clsg-24h CEs-48h CEso-8d

Diuron (ingrediente ativo padréo) (mg)L 78,24 (9,04) 7,22 (0,88) 8,22 (0,81) 6,77 (0,29)
Diuron (Diuron NortoX 500 SC) (mg L) 73,54 (6,19) 6,96 (1,15) 1,15 (0,06) 0,67 (0,06)
Carbofuran (ingrediente ativo padrdo) (myL 174,36 (10,58) 22,68 (4,07) 0,98 x 10° (0,06 x 10°) 0,87 x 10° (0,06 x 10%)
Carbofuran (Furad&r850 SC ) (mg 1Y) 97,99 (1,83) 5,06 (0,83)  1,01x10° (0,08 x10°) 0,85x10°(0,14 x 10°)

Os valores do desvio-padréo estdo entre parénteses.

Neste estudo, os dois modelos de referéncia (A4 totam utilizados para avaliar
a resposta d@. caudatum e C. silvestrquando expostos as misturas dos agrotéxicos
selecionados. As Tabelas completas com todos @np#ios e resultados dos testes de
significancia para as misturas obtidos por meio @astes da ferramenta MIXTOX sé&o
apresentadas no Apéndice D para o protozddrioaudatum(Tabelas 9 a 12) e para o
cladocerdC. silvestrii(Tabelas 13 a 16).

Nos testes de toxicidade aguda da mistura de dierararbofuran (padréo e
comercial) sobr®. caudatumos resultados ajustaram-se aos dois modelodeténeia e
apresentaram desvios significativos (Tabela 3)miura de diuron e carbofuran padréo, o
ajuste dos dados ao modelo CA produziu uma somajuldrados dos residuos (SS) de
80,73 p < 0,05;r? = 0,61). Ap6s a adicdo dos paradmetros “a” e “apmmodelo CA, o
desvio dependente da proporcao da dose (DR) (FRAaescreveu melhor os dados, na
qual houve uma diminuicéo do valor de SS para 4R fo2 estatisticamente significativp (
<0,05;r? = 0,79). J& o ajuste dos dados ao modelo IA piadun valor de SS de 73,5 (
< 0,05;r2 = 0,64) e apos a adicdo dos parametros “a” e fEY apresentou desvios
significativos, indicando que os dados se ajustathon ao modelo conceitual 1A (Figura
2B). De modo geral, o melhor modelo e desvio quai@u os dados da mistura dos
ingredientes ativos padrdes foi o CA com desvio B&Rgual mostrou sinergismo causado
principalmente pelo carbofuran e antagonismo caugathcipalmente pelo diuron. Na
mistura do diuron e do carbofuran em suas formemgdmerciais, 0 ajuste dos dados ao
modelo CA produziu um valor de SS de 90,61<(0,05;r? = 0,64). Apé6s a adicdo do
parametro “a” para o modelo de CA, de modo a descre desvio S/A, o valor de SS
diminuiu para 43,16 e foi estatisticamente sigatfio ( <0,05;r2 = 0,83) (Figura 2C). Os

desvios DR e DL nédo foram significativos para o BlodCA. O ajuste ao modelo IA
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produziu um valor de SS de 40,27<0,05;r?> = 0,84). Apds a adi¢cdo do parametro “a” ao
modelo IA, o desvio S/A (Figura 2D) descreveu meltedados, havendo uma diminuicéo
do valor de SS para 33,77 e que foi estatisticaengighificativo p <0,05;r? = 0,87). Os
desvios DR e DL nao foram significativos para o glodiA. De acordo com estes resultados,
o melhor modelo e desvio que explicou os dados cdura de diuron e carbofuran
comerciais foi o IA com desvio S/A, no qual o val@gativo do parametro “a” indicou

sinergismo dos agrotéxicos em mistura.
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Tabela 3.Resumo dos parametros e testes de ajuste dosana@aleferéncia para a toxicidade aguda e crdasaisturas de diuron e carbofuran
nas formas padrédo e comercial para o protozé@ramecium caudatum

Toxicidade Mistura M[())s:\l,?oe a borioL SS r2 p G ouF) max  Clso0ouClsg piwron  Bpiwron  ClsoOUClsg carboturan B carbofuran
CA - - 80,73 0,61  7,60x10°® 1,00 97,78 1,76 170,03 7,20
Diuron e Carbofuran  CA-DR 0,99 4,65 42,72 0,79  8,28x10’ 0,88 93,66 4,65 182,73 10,14
(padréo) IA - - 73,57 0,64  2,23x10*’ 1,00 74,06 2,44 165,10 10,26
Aguda - - . . . . . . - - -
CA - - 90,61 0,64  246x10** 1,00 78,09 1,66 105,73 6,09
Diuron e Carbofuran  CA-S/A 1,31 - 43,16 0,83 567x10% 0,95 80,51 3,22 98,67 8,13
(comercial) IA - - 40,27 0,84  3,76x10%° 1,00 67,77 2,51 89,21 5,89
IA-S/A -0,30 - 33,77 0,87 0,01 0,99 67,50 2,51 96,53 6,59
CA - - 162,66 095 221x10"° 61,78 7,40 0,90 25,17 0,50
Diuron e Carbofuran CA-S/A 0,80 - 143,02 0,95 0,03 62,28 6,67 0,89 20,54 0,51
(padréo) IA - - 350,27 089  303x10" 54,24 11,84 1,25 47,02 0,61
Cronica IA-S/A 1,69 - 150,94 0,95 369x10° 62,37 7,31 0,83 19,07 0,48
CA - - 331,98 092 385x10"° 65,14 4,84 0,73 4,39 0,71
Diuron e Carbofuran CA-DR 1,95 -5,01 277,05 0,93 0,04 64,88 6,17 0,72 4,01 0,72
(comercial) IA - - 419,04 0,89 1,39x10** 60,09 8,35 0,82 7,69 0,72
IA-DR 2,20 -2,19 241,17 0,94 0,05 65,57 6,04 0,65 4,13 0,66

CA é o modelo de adicdo de concentracao e IA édeloale acéo independente (ambos modelos de ref&ExéB/A é o desvio sinergismo ou antagonismo;
DR é o desvio dependente da proporcéo da doseg & b sdo os parametros da fungédo; SS é a soma dosaduadios residuos’ € o coeficiente de
regressaoy? ou F é o teste estatistiqgp(y?ou F) é o nivel de significancia do teste estatistinax é o valor maximo da respostasé®.a concentracéo letal e
Clsoé a concentracdo de inibicdo de crescimento (\axpressos em mgl); S é oslopeda curva de resposta a dose individual.
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Figura 2. Isobologramas dos efeitos das misturas de diucamtfuran nas formas padréo
e comercial sobre a sobrevivéncia ReEramecium caudatun{A) Desvio dependente da
proporcao da dose (DR) a partir do modelo de CA pamistura dos agrotoxicos padrées;
(B) Ajuste ao modelo de IA sem desvio significatpara a mistura dos agrotoxicos padroes;
(C) Desvio S/A mostrando antagonismo a partir dodeteo CA para a mistura dos
agrotoxicos comerciais; (D) Desvio S/A mostrandm@gjismo a partir do modelo IA para a

mistura dos agrotoxicos comerciais.

Para os efeitos da mistura de diuron e carbofupadréo e comercial) sobre o

crescimento populacional & caudatumos dados ajustaram-se aos modelos de referéncia

e apresentaram desvios significativos (Tabela@miétura dos ingredientes ativos padroes,
0 ajuste dos dados ao modelo CA produziu um vad$ de 162,66 (< 0,05;r2 = 0,95).

Apos a adicao do parametro “a” para o modelo ded@Anodo a descrever o desvio S/A, 0
valor de SS diminuiu para 143,02 e foi estatistieat® significativo [§ <0,05;r? = 0,95)
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(Figura 3A). Os desvios DR e DL nao foram signtiias para o modelo CA. No ajuste do
modelo IA aos dados (SS = 350,p70,05;r? = 0,89), verificou-se resultado semelhante
ao modelo CA, no qual o desvio S/A (Figura 3B)dajue melhor descreveu os dados (SS
= 150,94;p <0,05;r2 = 0,95). Porém, o melhor modelo e desvio que eaplos dados da
mistura dos ingredientes ativos padrdes foi o CéA desvio S/A, que indicou diminuicédo
da toxicidade (antagonismo) dos compostos em raisia mistura de diuron e carbofuran
em suas formulagbes comerciais, o0 ajuste do maelaos dados produziu um valor de SS
de 331,98(§ < 0,05;r? = 0,92). Apds a adi¢do dos parametros “a” e “agamodelo CA,

o desvio DR (Figura 3C) descreveu melhor os dadogual houve uma diminui¢ao do valor
de SS para 277,05 e que foi estatisticamente &igtiVfo (p <0,05;r?> = 0,93). No ajuste do
modelo IA aos dados (SS = 419,p40,05;r2 = 0,89), apds a adi¢do dos parametros “a” e
“b”, o desvio DR (Figura 3D) também foi 0 que meldescreveu os dados (SS = 2417,
<0,05;r2=0,94). De modo geral, o melhor modelo e desv@eaxplicou os dados da mistura
de diuron e carbofuran comerciais foi o IA com dedVR, que mostrou antagonismo

causado principalmente pelo carbofuran e sinergsamsado principalmente pelo diuron.
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Figura 3. Isobologramas dos efeitos das misturas de diucamtefuran nas formas padréo
e comercial sobre o crescimento populacionaPdemecium caudatun{A) Desvio S/A
mostrando antagonismo a partir do modelo de CA @amastura dos agrotoxicos padroes;
(B) Desvio S/A mostrando antagonismo a partir dadehm de IA para a mistura dos
agrotoxicos padrdes; (C) Desvio dependente da prépala dose (DR) a partir do modelo
de CA para a mistura dos agrotéxicos comerciaisJ&svio DR a partir do modelo de 1A
para a mistura dos agrotoxicos comerciais.

Nos testes de toxicidade aguda da mistura de dierararbofuran (padréo e
comercial) sobr€. silvestrii os resultados ajustaram-se aos dois modelosfelémeia e
apresentaram desvios significativos (Tabela 4)m\aura dos ingredientes ativos padrdes,
0 ajuste dos dados ao modelo CA produziu um vad®8 de 27,16(< 0,05;r? = 0,93).

Apoés a adicao dos parametros “a” e “b” para o mm@&, o desvio dependente do nivel da
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dose (DL) (Figura 4A) descreveu melhor os dadosihde uma diminuicdo de SS para
17,86 e foi estatisticamente significatiyo<0,05;r2 = 0,95). No ajuste dos dados ao modelo
IA (SS = 205,40p <0,05;r? = 0,46), apds a adicdo dos parametros “a” e “lilesvio DR
(Figura 4B) descreveu melhor os dados (SS = 20,88;05;r> = 0,94). No geral, o melhor
modelo e desvio que explicou os dados da mistudiwten e carbofuran padréao foi o CA
com desvio DL, no qual mostrou antagonismo em Isaik&es e sinergismo em altas doses,
ocorrendo a mudancga para sinergismo em um nivébs@ menor que a G Na mistura
de diuron e carbofuran em suas formulagdes comgroiajuste dos dados ao modelo CA
produziu um valor de SS de 88,96<(0,05;r? = 074). Ap0s a adi¢do do parametro “a” para
o modelo de CA, de modo a descrever o desvio SYAlar de SS diminuiu para 45,56 e foi
estatisticamente significativg <0,05;r? = 0,87) (Figura 4C). Os desvios DR e DL ndo
foram significativos para o modelo CA. No ajuste dados ao modelo IA (SS = 50,p8;
0,05;r? = 0,85), apds a adicdo do parametro “a” ao moblgle desvio S/A (Figura 4D)
também foi o que melhor descreveu os dados (SS72,36<0,05;r? = 0,95). Os desvios
DR e DL nao foram significativos para o modelo [Pe acordo com estes resultados, o
melhor modelo e desvio que explicou os dados dturaige diuron e carbofuran comerciais
foi o IA com desvio S/A, no qual o valor positivo garametro “a” indicou antagonismo

dos agrotdxicos em mistura.
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Tabela 4.Resumo dos parametros e testes de ajuste dosana@aleferéncia para a toxicidade aguda e crdasaisturas de diuron e carbofuran
nas formas padrédo e comercial para o claddCermdaphnia silvestrii
Modelo e P

Toxicidade Parametro Desvio a BbrioL SS r p (XZ ouF) max CEo piuron B piuron CEso carbofuran B carhofuran
CA - - 27,16 093 1,01x10* 095 6,42 273  0,88x10° 4,71
Diuron e Carbofuran  CA-DL 1,93 1,56 17,86 0,95 0,05 0,96 7,13 2,01 0,99 x10° 3,59
(padrao) A - - 205,40 046 254x10° 0,99 9,03 350  1,05x10° 3,5
Aguda IA-DR -6,55 0,70 20,83 094 249x10° 0,93 9,03 316 0,98 x10° 437
CA - - 88,96 0,74 6,79x10°° 1,27 1,16 1,16 0,89 x 10° 3,27
Diuron e Carbofuran  CA-S/A 2,44 - 45,56 087 4,46x10" 0,94 1,20 450  1,00x10° 4,84
(comercial) A - - 50,78 085 399x10°* 1,06 1,16 2,37 1,14 x 10° 4,68
IA-S/A 4,24 - 16,72 095 536x10° 444 0,05 0,66 0,66 x 10° 4,01
CA - - 47,68 087 540x10° 16,63 6,92 4,46  156x10° 0,98
Diuron e Carbofuran  CA-S/A 1,56 - 21,44 094 123x100 16,52 6,43 3,74 0,86 x 10° 1,41
(padréo) IA - - 24,52 0,93 269x10"7 16,24 6,64 3,78 0,92 x10° 1,49
Cronica . . - - - - - - - - -
CA - - 25,26 087 1,82x10° 16,57 0,78 1,27 1,36x10° 0,26
Diuron e Carbofuran  CA-DL -2,23 1,22 20,14 0,90 0,02 16,52 0,74 1,33 0,78 x10° 0,56
(comercial) IA - - 45,12 0,77 728x10° 15,38 1,60 1,10 230 x10° 0,38
IA-DL -3,73 2,30 15,96 092 128x10 16,69 0,74 1,29  064x10° 0,76

CA é o modelo de adicdo de concentracao e IA édeloale acdo independente (ambos modelos de ref&ExEB/A é o desvio sinergismo ou antagonismo;
DR é o desvio dependente da proporcdo da dose; @Hesvio dependente do nivel da dosepa,ebly. sdo os pardmetros da funcéo; SS é a soma dos
guadrados dos residuo$;éro coeficiente de regressdéd;ou F é o teste estatistiqgnfy?ou F) é o nivel de significAncia do teste estatistnax é o valor
maximo da resposta; GE a concentracéo efetiva mediana (valores exmesaang LY); s é oslopeda curva de resposta a dose individual.
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Figura 4. Isobologramas dos efeitos das misturas de diucamtefuran nas formas padréo
e comercial sobre a mobilidade @eriodaphnia silvestrii(A) Desvio dependente do nivel
da dose (DL) a partir do modelo de CA para a mastiars agrotéxicos padroes; (B) Desvio
dependente da propor¢gédo da dose (DR) a partir ddelmade 1A para a mistura dos
agrotoxicos padrdes; (C) Desvio S/A mostrando amiagno a partir do modelo CA para a
mistura dos agrotoxicos comerciais; (D) Desvio #&i8strando antagonismo a partir do
modelo IA para a mistura dos agrotoxicos comerciais

Para os efeitos da mistura de diuron e carbofupadrio e comercial) sobre a
reproducdo (niumero de neonatos por fémeaf dsilvestrii os dados ajustaram-se aos
modelos de referéncia e apresentaram desvios isahibs (Tabela 4). Na mistura dos
ingredientes ativos padrdes, o ajuste dos dadasoaelo CA produziu um valor de SS de

47,68 p < 0,05;r2=0,87). Apds a adigdo do parametro “a” para oetwde CA, de modo
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a descrever o desvio S/A, o valor de SS diminuita g2l,44 e foi estatisticamente
significativo { <0,05;r? = 0,94) (Figura 5A). O ajuste dos dados ao motfelproduziu
um valor de SS de 24,58 € 0,05;r2 = 0,93) e ndo apresentou desvios significativagufa
5B). De modo geral, o melhor modelo e desvio quai@u os dados da mistura dos
ingredientes ativos padrdes foi o CA com desvio, 8Aqual o valor positivo do parametro
“a” indicou antagonismo dos agrotoxicos em misthi@mistura de diuron e carbofuran em
suas formulacdes comerciais, tanto o ajuste dassdaa modelo CA (SS = 25,36<0,05;
r2=0,87) como ao modelo IA (SS = 45,p%0,05;r> = 0,77), apos a adicdo dos pardmetros
“a” e “b”, o desvio DL descreveu melhor os dadoA:(SS = 20,14p <0,05;r? = 0,90; IA:
SS = 15,96p <0,05;r? = 0,92) (Figuras 5C e 5D, respectivamente). Nargnt o melhor
modelo e desvio que explicou os dados da mistudiwten e carbofuran comerciais foi o
IA com desvio DL, indicando sinergismo em baixasa$oe antagonismo em altas doses.
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Figura 5. Isobologramas dos efeitos das misturas de deicarbofuran nas formas padréo
e comercial sobre a reproducao @eriodaphnia silvestrii (A) Desvio S/A mostrando

antagonismo a partir do modelo de CA para a mistasaagrotoxicos padrdes; (B) Ajuste
ao modelo de IA sem desvio significativo para aunésdos agrotoxicos padrées; (C) Desvio
dependente do nivel da dose (DL) a partir do modelGA para a mistura dos agrotoxicos

comerciais; (D) Desvio DL a partir do modelo de paAra a mistura dos agrotoxicos
comerciais.

Uma sintese dos efeitos das misturas de diurorbefcaan (padrédo e comercial) nos
testes de toxicidade aguda e crdnica para as especaudatuneC. silvestriié apresentada
na Tabela 5. Pode-se observar que para todastasanide diuron e carbofuran (ingrediente
ativo padrdo) os dados ajustaram-se melhor ao mddal enquanto que os dados da

mistura dos agrotoxicos comerciais ajustaram-sénanedo modelo IA. Além disso, ao
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comparar os efeitos das misturas dos ingredienitessanas formas padrdo e comercial,
verificaram-se desvios dos modelos de referéndeeatites. Este estudo também mostrou
que os efeitos das misturas de diuron e carbofs@anespécie-especifico, pois tiveram

interacOes diferentes paPa caudaturne C. silvestrii
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Tabela 5.Resumo das analises obtidas a partir dos testegidilade aguda e cronica das misturas de dencarbofuran (padréo e comercial)
para as espéci€s caudatune C. silvestrii.

Paramecium caudatum Ceriodaphnia silvestrii
Toxicidade Mistura Modelo e . . . Modelo e . : ~
Desvio Tipo de interagéo Desvio Tipo de interacéo
. Sinergismo causado principalmente Antagonismo em baixas doses e sinergismo em
Diuron e Carbofuran .
(padréio) CA - DR pelo carbofuran e antagonismo caus CA - DL altas doses, com a mudanca ocorrendo em um
P principalmente pelo diuron valor menor do que GE
Aguda
Diuron e Carbofuran . ) .
. IA - S/IA Sinergismo IA -S/A Antagonismo
(comercial)
Diuron e Carbofuran . .
~ CA-S/A Antagonismo CA-S/A Antagonismo
(padrao)
Cronica o : :
. Antagonismo causado principalmente Sinergismo em baixas doses e antagonismo em
Diuron e Carbofuran

IA- DR pelo carbofuran e sinergismo causado IA- DL  altas doses, com a mudanga ocorrendo em um

comercia . .
( ) principalmente pelo diuron valor menor do que Gk
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4. Discussao

Neste estudo, os testes de toxicidade aguda ecarf@ielaram que as misturas dos
agrotoxicos diuron e carbofuran (padrdo e comércalisam desvios significativos da
toxicidade prevista pelos modelos de referéncia@Asobre os invertebrad®s caudatum
e C. silvestrii

Nos testes de mistura com os protozoarios, osaekks foram analisados utilizando-
se os dois modelos de referéncia, a CA e a IA,geaeomelhor se ajustou aos dados foi
selecionado, como sugerido por alguns autores l(ewyeiro et al., 2010; Pavlaki et al.,
2011). Segundo Walter et al. (2002), para a mawg&compostos quimicos que ocorrem
no ambiente, frequentemente ndo existem informagd@@sentes sobre 0s seus modos de
acdo que permitam classifica-los em grupos de agédares ou diferentes. Para o0s
protozoarios ciliados, os modos de acéo do diurdm earbofuran ainda ndo estao claros e
seus efeitos toxicos sobre estes organismos estdasados em hipoteses. De acordo com
alguns estudos, diuron exerce efeitos tdéxicos nasonganismos heterotroficos (e.g.
levedura Saccharomyces cerevis)apelo bloqueio da cadeia respiratoria mitocondrial
(Dragone et al., 2015; Estéve et al., 2009) e gerde espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Tenda et al., 2012). No caso do carbofuran, Hosstial. (2008) relataram que este
agrotoxico induziu efeito inibitorio sobre a fagosie e sobre a atividade do vacuolo pulsatil
de P. caudatumdemonstrando alteracdes fisiolégicas causadaggiercomposto. Além
disso, anormalidades celulares em alguns micrsges (cianobactérias, microalgas e
flagelados) indicaram a interferéncia do carbofureas propriedades da membrana
(Azizullah et al., 2011; Megharaj et al., 1993)sks, em relacdo a toxicidade individual
dos agrotédxicos, acredita-se que os efeitos téxdoodiuron sobré. caudatunpodem ter
sido causados provavelmente pela inibicdo da @egmre aumento do nivel de ROS e
consequente lise celular, enquanto que os efedwsos do carbofuran sobre este
protozoario pode ter sido causado provavelmenteirgerferéncia deste composto nas
propriedades das membranas celulares. No entatés, leipoteses devem ser testadas em
estudos futuros.

Para o ciliadd®. caudatumg teste de toxicidade aguda da mistura dos ingrastie
ativos padrdes, mostrou que a combinagédo de deigarbofuran alterou a toxicidade dos
compostos sobre a sobrevivéncia do protozoariodoseque o tipo de interacdo foi

dependente da proporcdo da dose. Quando o carbdinira composto dominante na
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mistura, verificaram-se interacfes sinérgicas evdreompostos (aumento da toxicidade).
No entanto, quando o diuron foi o composto dommaatmistura, observaram-se interacoes
antagonicas entre os compostos (diminuicdo da ittade). Gallego et al. (2007), ao
avaliarem a toxicidade de misturas binarias dosumiedmio, cobre e zinco sobre o ciliado
Tetrahymena thermophilaverificaram que a propor¢cdo da concentracao emiéais
desempenhou um papel importante na determinacdipalade interacdo entre os metais,
resultado que se assemelha ao verificado nestdoegiara a mistura dos agrotéxicos
padroes. Na pesquisa de Gallego et al. (2007)tedagfio predominante na mistura dos
metais foi 0 antagonismo, mas a interacdo foi adi@rpara aditividade ou mesmo para
sinergismo nas altas concentracdes dos metais.

Em relagéo a toxicidade cronica da mistura, aoisarabs efeitos dos ingredientes
ativos padrdes sobre a inibicdo de cresciment®. daudatumconstatou-se que a interagcéo
dos compostos em mistura levou a uma diminuicdoxdeidade da resposta (antagonismo).
Lang e Kohidai (2012) analisaram os efeitos iniiia® de misturas binarias de farmacos
(diclofenaco, ibuprofeno, metoprolol e propranokdpre o crescimento populacional do
protozoariol etrahymena pyriformis verificaram que o tipo de interacdo predominaate
misturas foi 0 antagonismo (em 59% das combinag8eguido por aditividade (37%) e
sinergismo (4%). De acordo com estes autores,dopri@ancia do antagonismo pode ser
explicada por uma inibicdo competitiva entre osdérmacos que atuam sobre 0 mesmo
alvo molecular, no entanto, eles ressaltaram qisteexxma maior dificuldade para explicar
0 antagonismo observado entre farmacos que témenliés alvos moleculares. Neste
estudo, destacamos também a necessidade de nminagbes sobre os mecanismos de
acao dos agrotoxicos selecionados sobre protoagaaia elucidar as interacdes antagbnicas
gue ocorreram sobre o crescimento populacional.

Ao comparar os resultados do presente estudo ctmasquesquisas realizadas com
misturas de agrotdxicos envolvendo microrganismeterbtroficos, verificou-se que
Fernandez-Alba et al. (2002) observaram intera@@sagbnicas para a mistura dos
herbicidas Irgarol 1051 e Sea nine 211 e para &uraisle Irgarol 1051, Sea nine 211 e
diuron sobre a bactérébrio fischeri No entanto, a mistura dos herbicidas Irgarol 151
diuron e a mistura de um herbicida com um fungi¢ldzarol 1051 e clorotalonil; Irgarol
1051 e TCMTB) causaram interacao sinérgica paexgha (Fernandez-Alba et al., 2002).
Farré et al. (2002) observaram efeitos antagdni@ss misturas de varios agrotdxicos

(endosulfan, dimetoato, fenamifés, ametrina e elorinfos) para a bactéri. fischeri
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causados por associacfes entre as moléculas dosostos que diminuiram a sua
biodisponibilidade.

Quando os testes de toxicidade das misturas Bolosudatunforam realizados com
diuron e carbofuran em suas formulacdes comerosigsultados foram significativamente
diferentes das misturas com os ingredientes apadsdes. De acordo com os desvios dos
modelos de referéncia (Tabela 5), percebeu-se qustara das formulacdes comerciais de
diuron e carbofuran causaram toxicidades mais as\ter que as misturas dos ingredientes
ativos padrdes. No teste de toxicidade aguda constara dos produtos comerciais ocorreu
um aumento da toxicidade (sinergismo) sobre o podido, e o teste de toxicidade crénica
resultou em interacdes dependentes da proporcdoseaque indicou sinergismo quando o
diuron comercial foi 0 composto predominante natumds resultado este que néo ocorreu
na mistura dos ingredientes ativos padrdes. Rassaltgue o produto comercial dos
agrotoxicos ja € uma mistura de substancias, na @uagrediente ativo encontra-se
misturado com os chamados ingredientes “inertesfipostos estes que podem contribuir
para a toxicidade da formulacgéo, tanto por causadade toxica por si proprios como pela
interacdo com o ingrediente ativo (Cox e Surga@62@uando os dois produtos comerciais
(Diuron NortoX’ 500 SC e Furad&mB50 SC) foram misturados neste estudo, aumentou-se
a complexidade da mistura e o protozoario foi etgpasim coquetel de substancias. Assim,
provavelmente o aumento da toxicidade nas mistdea®-se as interagbes do diuron,
carbofuran e seus ingredientes “inertes”. No presestudo, consideramos que as interacdes
observadas a partir das misturas das formulacOe®rcais dos agrotoxicos sobre o
protozoario Sdo mais propensas a ocorrer nos atebiaguaticos naturais.

Para o protozoario, os resultados deste estudcetaméforcam a conclusédo de que
a toxicidade de misturas contendo diferentes sobsti geralmente ndo pode ser
correlacionada com a toxicidade dos seus companerdeviduais (Fernandez-Alba et al.,
2001; Gomiero e Viarengo, 2014). Apesar da singdide estrutural de. caudatumum
organismo eucariotico unicelular, esta espécisdnsivel ao diuron e ao carbofuran e exibiu
respostas identificaveis em nivel individual e dapional a toxicidade da mistura destes
agrotoxicos, mostrando desvios significativos dactdade, sendo considerado, portanto,
um organismo-teste adequado para ser utilizado \a&taedes de risco de misturas de
agrotoxicos ou de outros contaminantes aquaticosetanto, sdo raros os estudos de
misturas de substancias que utilizaram os prot@énmo organismos-teste (e.g. Gomiero

e Viarengo, 2014; Lang e Kohidai, 2012; Triellaét 2007), quando comparado com outros
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microrganismos, como bactérias (e.g. Zhou et @l,02 Liu et al., 2013) e algas (e.g.
Brezovsek et al., 2014; Perez et al., 2011). Aseiais estudos de misturas de substancias
téxicas envolvendo protozodrios sdo necessarios.

Nos testes de mistura com cladoceros, os resultednobém foram analisados
utilizando os dois modelos de referéncia, a CAfe Apesar do modo de acéo do carbofuran
(inibidor de acetilcolinesterase) sobre os cladixeastar bem definido, o mecanismo de
acao do diuron sobre estes organismos ainda n&clast. De acordo com alguns estudos,
acredita-se que o diuron pode causar efeitos téx@ro claddceros por interagdes nao-
covalentes inespecificas com componentes da membr@goxicidade baseling
(Neuwoehner et al., 2010), e similarmente podezmducitocromo P450 como observado
para o herbicida atrazina (Kao et al., 1995; Phyal.e2011).

Para o claddcer@. silvestrii,o teste de toxicidade aguda da mistura dos agomexi
padrdes, revelou que a interacdo dos compostaefandente do nivel da dose, sendo que
0 antagonismo ocorreu em baixas doses e o sinargsnaltas doses dos agrotoxicos. Além
disso, os resultados indicaram que a mudanca dea@do ocorreu em um nivel da dose
menor do que a Gk Choung et al. (2011), ao avaliar a toxicidademdstura de um
herbicida (atrazina) com um inseticida organofaador (terbufés) sobre a imobilidade de
Ceriodaphnia dubiaobservaram um aumento da toxicidade (sinergisito® compostos em
mistura. Loureiro et al. (2010) verificaram inteiacgsinérgica para a mistura dos inseticidas
imidacloprid e tiaclopride e interacdo antagbniaea@ mistura dos inseticidas imidacloprid
e clorpirifos em exposi¢cdes agudas (imobilizacad@spécieDaphnia magnaAssim, a
comparacao dos resultados do presente estudo doos dabalhos mostra que o tipo de
interacdo a partir da mistura de agrotoxicos € midgrte dos co-contaminantes testados e
do claddcero utilizado como organismo-teste.

Em relacéo a toxicidade cronica da mistura, aoisarabs efeitos dos ingredientes
ativos padrdes sobre a reproduca@dsilvestriiilnUmero de neonatos por fémea), verificou-
se que a interacdo dos compostos em mistura lewguaadiminuicdo da toxicidade da
resposta (antagonismo). Phyu et al. (2011) obsamvajue, usando o modelo de CA, a
mistura de um herbicida (atrazina) e um inseti¢@Ermetrina) causou a diminuicdo da
toxicidade cronica (antagonismo) ao cladoc@eoiodaphniacf. dubia como ocorrido neste
estudo paraC. silvestrii Além disso, estes autores também observaramagites
antagbnicas com a mistura binéria de atrazinaretelonil (fungicida) e a mistura ternaria

de atrazina, clorotalonil e permetrina, utilizarmlmodelo de CA. Pavlaki et al. (2011), ao
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testar a toxicidade da mistura dos inseticidasaoiaprid e thiacloprid sobre a fertilidade
de D. magna observaram que a interacao foi dependente ddé edvdose, enquanto que,
para os valores do comprimento do corpo, os dgoesentaram antagonismo ao se utilizar
0 modelo de IA.

Os efeitos da mistura de diuron e carbofuran solmladocercC. silvestriipode ter
ocorrido em nivel toxicocinético ou toxicodinamié¢to entanto, uma provavel explicacdo
para a ocorréncia do antagonismo nos testes dedaae cronica e em baixas doses nos
testes de toxicidade aguda neste estudo poderdgesgiglo ao fato do diuron ter induzido o
citocromo P450 e aumentado a biotransformacdo dooftaan e, consequentemente,
causado uma diminuicao da toxicidade por uma desgacao metabdlica. Anderson e Zhu
(2004) verificaram que a combinagdo de um herbi¢ataazina) com um inseticida
(ometoato) diminuiu a toxicidade do inseticida égunismo), como o verificado neste
estudo para a mistura de diuron e carbofuran. Skegastes autores, o herbicida atrazina
diminuiu a toxicidade de ometoato pela inducéo daaonxigenases do citocromo P450 de
Chironomus tentansresultando na biotransformacdo aumentada de atoetem
metabolitos menos toxicos. Varios estudos demaastrague o mecanismo da agdo mais
comumente observado entre a atrazina e variosdiuset organofosforados foi resultante
do fato da atrazina aumentar a biotransformacatesleompostos, convertendo-os em
metabodlitos mais (ou menos) toxicos a varios ogyans, comoCeriodaphnia dubia
Chironomus tentans Hyalella aztecgAnderson e Lydy, 2002; Banks et al., 2005; Belden
e Lydy, 2000; Choung et al., 2011; Mehler et 2008).

Nos testes de misturas de diuron e carbofuran esifeumulacfes comerciais sobre
C. silvestrij os resultados também foram significativamenterdiftes das misturas com os
ingredientes ativos padrbes, como o ocorrido papgotozoario. No teste de toxicidade
aguda, a mistura dos produtos comerciais apresestoiente antagonismo sobre o
cladocero, e o teste de toxicidade cronica mostrieuacdes dependentes do nivel da dose,
sendo observado sinergismo em baixas concentrdg8e®mpostos, resultado este que nao
foi evidenciado na mistura dos ingredientes atpaxdroes (Tabela 5). Chen e Stark (2010),
apos avaliarem os efeitos da combinacdo do indatispirotetramat com o adjuvante
Destiny sobre o cladécel®. dubig indicaram que os adjuvantes agricolas e agraiéxic
podem causar mais danos para os organismos agudéiéorma de mistura do que em acdes
individuais. Poucas sdo as pesquisas que realizgasties de mistura com o0s produtos

comerciais (e.g. Coors e Frische, 2011; Tesoliralet2014), portanto, destacamos a
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importancia dos estudos de mistura utilizando amudtacées comerciais, além dos testes
com os ingredientes ativos padrdes, pois estespdaimecer informacdes mais realistas
sobre os tipos de interagdes que ocorrem em casligdturais.

Em relagc&o aos conceitos de referéncia para predigé efeitos, independente do
organismo-teste utilizado, em todas as misturasirdpedientes ativos padrées os dados
ajustaram-se melhor ao modelo de CA, enquanto quéados da mistura de diuron e
carbofuran comerciais ajustaram-se melhor ao modeldA. Portanto, os resultados
mostraram que as misturas binarias dos agrotédpoessentaram uma tendéncia geral de
fornecer melhores estimativas de toxicidade utilitao modelo de CA em comparac¢ao com
o modelo de IA, embora a preciséo preditiva gevaldbis modelos seja muito similar. No
entanto, para as misturas mais complexas de pmdudmerciais (varias substancias
combinadas), o modelo IA forneceu melhor predicaotakicidade. De modo geral, os
resultados deste estudo concordam com o consenstaidaia dos trabalhos de que o
modelo de CA pode ser utilizado como um modelo noaisservador (de protecdo) da
toxicidade de misturas binarias para fins reguiasoe de avaliacdes de risco ambiental,
fornecendo estimativas preditivas mesmo para naistguimicamente diferentes (Backhaus
e Faust, 2012; Belden et al., 2007; Hassold e Back2014; Kortenkamp et al., 2009).

Os efeitos toxicos das misturas de diuron e carbofdioram significativamente
diferentes pard. caudatume C. silvestrii Os resultados de interacdo diferentes para as
espécies de invertebrados indicaram que o tipotdeacdo entre 0s compostos selecionados
esta intimamente relacionado ao organismo-testepagmetro avaliado. Segundo Liu et
al. (2013), a concluséo da interacdo de uma mistitrda para um organismo-teste ndo pode
ser extrapolada para outros organismos. Neste@steskaltamos também que os efeitos
das misturas de agrotdxicos sdo espécie-especificos

Estudos realizados no Brasil e em outros lugareswado (e.g. Carbo et al., 2008;
Faggiano et al., 2010) verificaram a presenca $éne& dos agrotoxicos diuron e carbofuran
em corpos d’agua proximos as areas agricolas. @aasido que os resultados deste estudo
demonstraram que estes compostos misturados padesaranaior (sinergismo) ou menor
toxicidade (antagonismo) as espédesaudatune C. silvestriido que quando analisados
sozinhos, as avaliacdes de risco e critérios diedaole ambiental com base em exposicdes
individuais destes agrotdxicos podem néo estaegenido adequadamente 0s ecossistemas
aquéticos. Portanto, para uma melhor protecdoata bouatica, faz-se necessario que as
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agéncias reguladoras considerem a toxicidade deinass uma vez que 0S 0organismos

aguaticos sao constantemente expostos a um codqeedglotoxicos.

5. Conclusbes

Os resultados dos efeitos da mistura dos agrot®xdaoron e carbofuran sobre o
protozoarioP. caudatunme o claddcercC. silvestrii obtidos neste estudo sao inéditos.
testes de toxicidade aguda e cronica mostraranasjueisturas destes compostos causam
desvios significativos da toxicidade prevista petosdelos de referéncia CA e IA,
apresentando interacdes sinérgicas e antagoniéasda interacdes dependentes do nivel e
da proporcao da dose. Os dois invertebrados sebais neste estudo foram sensiveis e
exibiram respostas letais e subletais a toxicidkdmistura destes agrotdxicos, mostrando
desvios significativos da toxicidade podendo pddaserem considerados organismos-teste
adequados para utilizacdo em avaliacdes de riseoistaras de agrotoxicos ou de outros
contaminantes aquaticos. A comparacao dos efamwmisturas de diuron e carbofuran para
P. caudatuneC. silvestriirevelou resultados significativamente diferenma@s espécies,
indicando que as interacdes entre estes compa@giasspécie-especificas. As misturas dos
produtos comerciais apresentaram toxicidades maweras do que as misturas dos
compostos padrdes provavelmente devido as intesalgigedois ingredientes ativos entre si
e com os ingredientes “inertes” das formulacdes etorais. As interacdes sinérgicas
observadas nas misturas dos agrotoxicos comes&aipreocupantes, pois séo interacdes
mais propensas a ocorrer nos ecossistemas aquaticesndicdes reais. De acordo com
este estudo, a presenca de diuron e carbofuranisttrannos corpos d’agua pode levar a
respostas toxicas diferentes das verificadas pai@mpostos individuais. Assim, N0SS0S
resultados reforcam que as avaliacdes de riscogicoldevem considerar a toxicidade de
misturas, a fim de evitar sub ou sobre-estimac&cetitos do diuron e do carbofuran sobre
0 protozooplancton e o zooplancton de agua doce, vz que estes agrotoxicos sao

encontrados em mistura nos ambientes naturais.
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Capitulo 5

Avaliacdo de risco preliminar dos agrotéxicos diura e carbofuran para os corpos

d’agua brasileiros e distribuicdo da sensibilidadelas espécies

Resumo

Nas ultimas décadas, com a finalidade de aumergesdutividade agricola, aumentou-se
exageramente o uso de agrotéxicos, especialmeatpaises em desenvolvimento como o
Brasil e a China. Com isso, 0s riscos ecoldgicos egstes compostos representam aos
ecossistemas aquaticos também foram maximizadas$a B@rma, o objetivo deste estudo
foi analisar a distribuicdo da sensibilidade dgsteies (SSD) expostas aos agrotoxicos
diuron e carbofuran e avaliar 0s riscos ecologmestes compostos para corpos d’agua
brasileiros. Para isso, curvas SSDs foram constsuéduma avaliagdo de risco preliminar
com base no quociente de risco (RQ) foi realizailzando-se dados obtidos para os
organismos-testeRaphidocelis subcapitataParamecium caudatume Ceriodaphnia
silvestrii. Além disso, a distribuicdo e a concentracao anthli@revista destes agrotoxicos
no ambiente aquatico foram determinadas por meimat#elos matematicos. De acordo
com os resultados, o compartimento agua apresaitamiporcentagens de distribuicdo de
diuron (59,8%) e de carbofuran (94,6%), sendo danado, portanto, um compartimento
com alto risco de contaminacdo por estes compoB@s o diuron, as concentracdes
ambientais previstas (PECs) por modelagem situammentro da faixa verificada nos
corpos d’agua brasileiros, no entanto, para o ¢arbo, os valores modelados foram
superiores aos observados, provavelmente devidpidar dissipacdo deste composto nos
ambientes tropicais. As curvas SSDs mostraram quel@as cloroficeas, comB.
subcapitatae os crustaceos, com@. silvestrii, foram o0s organismos aquaticos mais
sensiveis ao diuron e ao carbofuran, respectivaméntoncentracdo perigosa para 5%
(HCs) das espécies, de acordo com as SSDs, foi deu®,83 para diuron e del,37 pgL
para o carbofuran. Na avaliacéo de risco prelindeates agrotoxicos, os RQ foram maiores
do que 1, indicando que o diuron e o carbofuraresgmtam riscos ecoldgicos potenciais
para os corpos d’agua brasileiros. Assim, os rado$t deste estudo evidenciam a alta
probabilidade de ocorrerem efeitos adversos sobrecossistemas aquaticos expostos a
estes compostos. Acredita-se que as informacOdas gesquisa possam auxiliar no
reconhecimento dos riscos ecoldgicos e contribania s decisdes de gestdo em relacdo a
utilizacdo agricola destes agrotoxicos no Brasil.

Palavras-chave:ecotoxicologia, curva SSD; modelo MacKay; mode®US; quociente
de risco
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1. Introducao

Durante os ultimos 50 anos houve uma intensificaghatilizacdo de agrotéxico
com a finalidade de aumentar a produtividade algricO uso indiscriminado destes
compostos pode causar impactos significativos eassestemas aquaticos e terrestres, uma
vez que nao afetam somente os organismos-alvop sauimente, um dos principais
fatores de preocupacdo em nivel mundial (Kéhlerieb¥korn, 2013). Além dos perigos
que representam aos seres humanos nos aspect@cionajs, alimentares e de saude
publica, os agrotdxicos no ambiente podem provedaitos deletérios a biota aquatica
(Kohler e Triebskorn, 2013; Silva e Santos, 2007).

Para mensurar o efeito destes compostos aos arganauaticos, amostragens em
campo e testes laboratoriais constituem bons metaldo analise, no entanto, ambos
apresentam vantagens e desvantagens metodoldgizpsanto as amostragens em campo
proporcionam alto grau de realismo ecologico, egdo €, muitas vezes, trabalhoso, caro
e que pode gerar dificil interpretacdo dos dadeilde sua alta complexidade. Por sua vez,
os testes laboratoriais apresentam alta reprotdéiie e precisdo e sao baratos de serem
realizados, porém possuem menor complexidade dcald@rock et al., 2000). Neste
contexto, uma alternativa que reune algumas vansage ambas as metodologias sao as
modelagens matematicas, uma vez que sao de batwmecpodem servir como ligacédo entre
estudos laboratoriais e de campo, aproximando-serdalexidade ecolégica do ambiente.

ApoOs da aplicacdo de um agrotoxico no campo, v@mosessos fisicos, quimicos e
bioldgicos determinam o seu destino no ambienge ¢ercao, degradacao, deriva, lixiviacao
e escoamento superficial), tornando dificil a méei dos compartimentos atingidos e as
concentracoes a que estes podem estar expostazagvey al., 2009). A utilizacdo de
modelos matematicos possibilita prever o compontdone o destino dos agrotoxicos no
ambiente. O interesse em estudos com modelagema&ntoacdo ambiental comecou por
volta de 1960, porém apenas 10 anos depois surgisapmimeiros modelos matematicos
(Spadotto et al., 2010).

Entre os varios modelos preditivos desenvolvidés)-se os modelos MacKay e
FOCUS Forum for the Co-ordination of Pesticide Fate Malahd their Usg que sdo
capazes de estimar a distribuicdo ambiental peefsedicted environmental distribution
—PED) e a concentracado ambiental previBtadicted environmental concentratioPEC),

respectivamente. De modo geral, os modelos podesseapar certo grau de simplificacdo



176

e abstracdo, assim como limitacdes de uso. Notentaméao exatidao das previsdes nao
representam fracasso na simulacdo, mas sim umar ragimximacao possivel da
representacdo do real com base nos conhecimeniags & informacdes disponiveis
(Spadotto et al., 2010).

O modelo matematico MacKay é um modelo de fugaeidad seja, ele descreve a
tendéncia de um composto quimico em escapar de fasg com base em suas
caracteristicas fisico-quimicas (massa molar, dalatle em agua, pressao de vapor, ponto
de fusdo e coeficiente de particAo octanol-agu@&ladibonando estes dados com as
caracteristicas ambientais do local onde o compsstencontra, € possivel determinar o
potencial de distribuicdo dos agrotoxicos pelosmamiimentos ar, agua, solo e sedimento.
Este modelo apresenta quatro niveis de complexi(MdeKay, 1991). O nivel | prevé a
distribuicdo do agrotdxico entre os compartimengssumindo equilibrio termodindmico
dos coeficientes de particdo em estado de eqoil@stacionario. O nivel Il também assume
um equilibrio, porém com adi¢c&o dos processos decgdo e degradacao da substancia nos
compartimentos. O nivel Ill assume um cenario de-aguilibrio e adiciona advecgoes,
degradacbes, emissdes e transferéncia da substfitrgiaos compartimentos. O nivel dV
o mais complexo e assume um sistema instavel, degaitum sistema linear de equagdes
diferenciais (Mackay, 1991). Este modelo poss#iht identificacdo do compartimento
possivelmente mais contaminado além de prever asemtagens de distribuicdo do
composto em todos os compartimentos (Mackay e $eatet 985).

O modelo FOCUS fornece dados mais quantitativosn Gase em caracteristicas
fisico-quimicas do agrotéxico (massa molar, soldéile em agua, 3§ no solo, DFo na
agua, DTFo no sedimento, Dsb sedimento/agua e Koc), além de outras informacdes
referentes a taxa de aplicacdo do composto e astedsticas ambientais, 0 FOCUS calcula
a concentracdo ambiental prevista (PEC) na agua sedimento do compartimento
aquatico. Este modelo apresenta quatro “passosiacdedo com sua complexidade e
refinamento nos resultados gerados. O “Passo 1de maior simplicidade e representa o
“pior cenario” da aplicagdo de agrotoxicos, assumindo a entradeod&aminantes via
deriva, runoff, erosdo e/ou drenagem em uma Unica ocasido. Diéenente, o “Passo 2”
assume entradas com base em padrdes de aplicaafesnsiais tendo em conta a
degradacdo do composto entre aplicacdes sucesAinds. neste passo ha a possibilidade
de refinamento por meio de escolhas de outros mdrésna serem considerados, como

estacao do ano, regido de aplicacéo e presenqgaséuca de interceptacdo por plantacdes
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e tipo de plantacdes. Os demais passos (3 e £sp&gificos para determinadas regides da
Europa e, portanto, muito mais refinados, uma vee pvam em consideracdo as
caracteristicas fisico-quimicas destes locais #smeoente (FOCUS, 2001).

A curva de distribuicdo da sensibilidade das eggé8pecies Sensitivity Distribution
— SSD) é uma distribuicao estatistica feita cordamos laboratoriais de toxicidade @,E
CLso ou CENO) os quais séo plotados gerando uma caogradrmal de dados preditivos.
A SSD pode ser usada tanto para avaliagdes prosequanto retrospectivas (Posthuma
et al, 2002). A avaliacdo prospectiva permite o célculcaolacentracdo perigosa para 5%
das espéciesiazardous concentratios%% — HC5), e retrospectivamente, pode ser utilizada
para estimar a fracdo das espécies potencialméstdas numa certa concentracdo do
agrotoxico (Kwok et al., 2007; Larras et al.,, 20M\2altby et al., 2005). Além destas
aplicacdes, as curvas SSDs também tém sido utlizpdra comparar a sensibilidades de
diferentes taxons, habitats e ambientes, e fornewea melhor representacdo da
sensibilidade para toda a biota aquatica (DaamneDéa Brink, 2010).

Apés analises da distribuicdo e concentracdo anabiprevista dos agrotoxicos no
ambiente, bem como a realizagédo de testes ecoldgicos para verificar os efeitos destes
compostos sobre 0s organismos aquaticos, é possaler se 0s agrotoxicos representam
risCo para 0s ecossistemas aquaticos. A avaliagaseb ecologico € definida como um
processo que avalia a probabilidade de efeitoggmuls adversos sobre 0s ecossistemas
expostos a um ou mais fatores de stress (USEPA3)190 caracterizacdo do risco é
normalmente expressa como a razao entre a cong@nteambiental prevista (PEC) e a
concentracdo sem efeito previsto (PNEC) (Gao £2@1.4; Vryzas et al., 2009). Os valores
de PEC séao calculados utilizando modelos de prevasé diretamente de dados de
monitoramento, enquanto os valores PNEC s&do gemédmealculadas com base em
concentracdes criticas, por exemplos§ELso € CENO (Palma et al., 2004; Vryzas et al.,
2009).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi memsaudistribuicdo e concentracao
ambiental prevista do diuron e do carbofuran noianté aquatico, utilizando modelos
matematicos, e comparar a sensibilidade dos omgasiteste a estes compostos baseando-
se em curvas preditivas (SSDs). Aléem disso, estiqyiga avaliou 0s riscos ecoldgicos dos

agrotoxicos diuron e carbofuran para os corposuddgasileiros.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Distribuicdo e concentragcdo ambiental prevista

Os modelos MacKay e FOCUS utilizam as informacdisgcd-quimicas dos
agrotoxicos e simulam a porcentagem de distribud@ compostos nos compartimentos
ambientais (MacKay) ou preveem a concentracdo peb\Gue podera ser encontrada nos
compartimentos agua e sedimento (FOCUS). Nestallrata énfase foi o compartimento
aquatico, sendo que somente estas informacdes dm@didas posteriormente. Para o
modelo de MacKay (MacKay, 2001) utilizou-seaftwareLevel | versdo 3.00 (disponivel
em <http://www.trentu.ca/academic/aminss/envmodadkeis/L1300.htmI>) e para o
modelo FOCUS utilizou-se software FOCUS Steps 1-2 versao 3.2 (disponivel em
<http://focus.jrc.ec.europa.eu/sw/index.html>).iNodelo MacKay foi selecionada a forma
mais simples (Nivel I) para ser aplicada nestedestou seja, o considerado “pior cenario”.
No modelo FOCUS foi selecionado o Passo 2, no mgfialou-se um pouco mais os dados
levando em consideracao a concentracdo e nimexplidacdes dos compostos no campo.
Neste estudo, a cultura agricola cana de acucasefecionada como cultura base para
obtencdo das informacdes agricolas referentes aados produtos comerciais Diuron
Nortox® 500 SC (diuron) e Furad&850 SC (carbofuran). Os dados utilizados nos nesdel
MacKay e FOCUS estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1.Dados de entrada utilizados para os calculos de (PEglicted Environmental
Distribution) e PEC Predicted Environmental Concentrationos modelos matematicos
Mackay Nivel | e FOCUS Passo 2. Fontes: PPResticide Properties DataBageDAR

— Draft Assessment RepdEFSA —Europe Food Safety Authorjty

Caracteristicas Diuron Carbofuran
MacKay FOCUS MacKay FOCUS
Massa molar 233,1gmol 233,1gmof  221,3gmol  221,3 gmot
Solubiidade em agua 35,6 g3m 35,6 mg [t 322 ¢ m 322 mg It
Pressao de vapor 1,15 xYPa - 8 x10° Pa -
Ponto de fus&o 15T - 153,1°C -
Log Kow 2,87 - 1,8 -
DTso Agua - 8,8 dias - 6,1 dias
DTsq Solo - 75,5 dias - 12,8 dias
DTso sedimento/agua - 48 dias - 9,7 dias
DTso Sedimento - 14 dias - 10,7 dias
Koc . 366 L kg' . 22 L kg
Temperatura 4D - 20°C -
Concentracdo de aplicagao* - 3200 gia./ha - 1750 gia./ha
Numero de aplicacdes por estacdo* - 1 aplicacdo - 1 aplicacdo

Log Kow = coeficiente de particdo octanol-agua; D¥E3empo de degradacéo de 50% do composto
(meia-vida) e Koc = coeficiente de adsor¢ao.

*Dados referentes a cultura de cana de aglUcadefm®comerciais Diuron Nort%00 SC (diuron)

e Furadafi 350 SC (carbofuran) (AGROFIT, 2015). i.a. = indeate ativo.

2.2.Distribuicdo da sensibilidade das espécies

Os dados ecotoxicoldgicos apresentados nos capénteriores para 0s organismos-
testeRaphidocelis subcapitatgcapitulo 1; Glo-96h), Paramecium caudaturcapitulo 2;
Clso-24h) eCeriodaphnia silvestri{capitulo 3; Ck-48h) expostos aos ingredientes ativos
diuron e carbofuran foram utilizados no presenfgtabp. Estes dados, juntamente com 0s
obtidos da literatura, foram utilizados para a elabdo de curvas de distribuicdo da
sensibilidade das espécies (SSD), possibilitandthanevisualizacdo comparativa da
sensibilidade das espécies e inferéncia dos gtagoadmicos mais e menos sensiveis aos
agrotoxicos selecionados.

Dados de toxicidade para os organismos aquaticasnfeompilados a partir do
banco de dados USEPA ECOTOX (http://cfpub.epa.goit/), suplementado com dados
da literatura aberta e relatorios de avaliacaoigimd e carbofuran (European Commission,
2006) para as espécies ndo incluidas neste bandadds. Distribuic6es log-normal dos
valores foram construidas utilizando o software EVetsédo 2.0 (Van Vlaardingen et al.,
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2004). O gréfico resultante traz no eixo Y a fragétencialmente afetad®dtentially
Affected Fraction- PAF) que se refere ao HCOgazardous concentratior concentracao
perigosa) onde p é a porcentagem de espécies ammsagelo contaminante. As
porcentagens mais comumente utilizadas séo 5% e&@0d%eja, Hee HGo (Maltby et al.,
2005; Kwok et al., 2007). Os valores ded#HGoe seus respectivos limites de confianga
foram calculados com este software com base nadwletfia descrita por Aldenberg e
Jaworska (2000). Uma vez que o modelo assume wtrébdicdo log-normal dos dados, a
log-normalidade foi testada com o teste de AndeBaring incluidos no pacote do

software ETX, que foi avaliada em nivel de sigiificia de 5%.

2.3.Avaliagao de risco preliminar

A avaliacao de risco preliminar dos agrotoxicogatiue carbofuran foi realizada
com base no quociente de risdisk Quotient- RQ). Os quocientes de risco foram
calculados a partir da concentracdo ambiental gi@YPEC) e a concentracdo sem efeito
previsto (PNEC) destes compostos, expressos comaz@ de PEC/PNEC (RQ =
PEC/PNEC) (Gao et al., 2014; Cristale et al., 2@8)chez-Avila et al., 2012). Os valores
de PEC para diuron e carbofuran foram estimadosdosa modelo FOCUS (descrito
anteriormente). Os valores de PNEC foram calculatibgzando a seguinte equagao: PNEC
= CENO ou Ci¢/AF, onde CENO ou G¢ é o valor obtido a partir dos testes de toxicidade
cronica e AF Assessment Facfpe o fator de avaliacdo. O AF € usado para ajustar
concentracdo de efeitos a partir de um conjuntétdoo de dados e estimar a PNEC,
refletindo as incertezas da extrapolacéo (Euro@@anmission, 2011; OECD, 2011). Neste
estudo, um AF de 10 foi aplicado aos dados de ittade cronicdOECD, 2011). Para a
interpretacdo dos dados, RQ <1 indica que naoska significativo e RQ 1 indica um

risco potencial (Ginebreda et al., 2010; Vryzaal £t2009).
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3. Resultados

3.1.Distribuicdo e concentragcdo ambiental prevista

Segundo o modelo MacKay, o compartimento mais vaired ao agrotéxico diuron
foi a agua, a qual reteve cerca de 59,8% do compGstsegundo compartimento mais
afetado por este agrotoxico foi o solo (39,3%)de&sais compartimentos, sedimento e ar,
acumularam aproximadamente 0,87% e 9,22%@le diuron, respectivamente (Figura 1).

O diuron apresentou fugacidade de 9,66%hicropascal.

Diuron in Default

Level |

Yerzion 3.00 LEGEND

N el EQUILIBRIUM
Aerosols e

Air

0.0324 kg
9,24E-04 na/ne ik 0.404 kg
[9.24E-05 %] 4,04E-03 ng/mé of air
[4.04E-04 %]

“+%

Suspended Sediment

Soil

Water

"
39274 kg : . R3823 kg 273 kg
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Figura 1. Distribuicdo ambiental prevista (PED) do agrotoxiiaron com base no modelo
de fugacidade MacKay Nivel I.

Para o carbofuran, de acordo com o modelo MacKagpropartimento agua
mostrou-se como o principal destino deste agrotgxicqual acumulou cerca de 94,6% do
composto, demonstrando alta vulnerabilidade. O eotimpento solo reteve 5,29%,
enquanto o sedimento acumulou aproximadamente 0 @2%mpartimento menos atingido
pelo diuron foi o ar (6,67x10%) (Figura 2). O carbofuran apresentou fugacidaele
7,34x10° micropascal.
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Figura 2. Distribuicdo ambiental prevista (PED) do agrotéxgabofuran com base no
modelo de fugacidade MacKay Nivel |.

Por meio do modelo FOCUS, foi possivel prever a Ria€ima (PECmax) de diuron

e carbofuran que atingiriam o compartimento agadtigo apos a aplicagdo dos agrotoxicos

nas areas agricolas. Além disso, este modelo tarfisérreu a PEC média ponderada pelo

tempo (PECtwa time-weighted averageno qual foi possivel prever as concentracdes apo

1 a 100 dias da aplicacdo dos agrotoxicos. Oseslds PECmax e PECtwa para diuron e

carbofuran séo apresentadas na Tabela 2. No peessntdo, os dados obtidos a partir do
modelo FOCUS referem-se ao Pass8t2(§2).

Tabela 2. Valores de PEC méaxima (PEC max) e PEC média paddepelo tempo
(PACtwa) dos agrotoxicos diuron e carbofuran nopa®d’agua.

Diuron (pug L'l)

Carbofuran (ug L'l)

PECmax
PECtwa-1d
PECtwa-2d
PECtwa-4d
PECtwa-7d

PECtwa-14d
PECtwa-21d
PECtwa-28d
PECtwa-42d
PECtwa-50d
PECtwa-100d

292,9
281,1
270,6
252,7
229,1
185,1
152,4
127,7
94,0
80,9
41,8

192,6
182,2
172,5
155,1
133,3
97,0
73,9
58,6
40,5
34,2
17,2

PEC = concentracdo ambiental prevista; d = dias.
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3.2.Distribuicdo da sensibilidade das espécies

A curva SSD construida para o agrotoxico diurogyf 3) mostrou que, em relacao
aos trés organismos-teste utilizados neste estddgaRaphidocelis subcapitatéoi a
espécie mais sensivel §gb6h = 10,4 ug ). O protozoaridP?aramecium caudatugClso-
24h = 7100,0 ug t) e o cladécercCeriodaphnia silvestri{CEso-48h = 7100,0 pg 1)
foram, respectivamente, 683 e 715 vezes menosveensio que a alga selecionada. De
modo geral, a espécie mais sensivel na curva SSafgaScenedesmus quadricauziso-
24h = 2,7 ug ) e a menos sensivel foi a bactdviario fischeri (CEo-30min = 58070,0
ng LY. Em relagdo aos grupos, a ordem decrescentendibididade das espécies ao diuron
foi: algas cloroficeas> macrdfitas> cianobactériatgas diatomaceas> copépode>

protozoario> cladoceros> peixe> poliqueta> anfipadoiactéria.

Vibria fischeri’® o
Hyalella azteca™ o
s Hydroides elegans® e
1 Tetrahymena pyriformis

?ﬁ 08 ~ e Psetta moxima*?

g i ¢ Daphnia magna*?
"E 0.7 4 ¢ Ceriodaphnia silvestrii*

@ * Pgramecium caudatum®

= 0.6 4 ® \itocra spinipes®?

E * Gomphonema parvulum®
& 054 * Craticula accomoda®

§ 1 Fragilaria rumpens®, edormiaea fossone:

E i Synechococcussp. @y

g 034 Lemna gibba” ¢

2?. Desmodesmus subspicatus®e

= 024 Lemna minor® &

&~ Raphidocelis subcapitata® o

| Dunaliella tertiolecta® o
Chlorella vulgaris®
e Scenedesmus quadricauda®
& T T -1 T T T T T T T T T T T J T T 1
-2 -1 0 1 2 3 4 [ [ 7

Logyy CEsp (ug L'l)

Figura 3. Curva de distribuicdo da sensibilidade das espg8&D) para o agrotéxico
diuron a partir de dados das espécies utilizadasesente estudo (em negrito) e para outros
organismos aquaticos publicados na literaturavid et al. (2003); (2) Ma et al. (2002); (3)
DelLorenzo et al. (2013); (4) Presente estudo; @)dBu et al. (2015); (6) Masojidek et al.
(2011); (7) Burns et al. (2015); (8) Bao et al.2p (9) Larras et al. (2012); (10) Karlsson
et al. (2006); (11) Hernando et al. (2005); (12xhar et al. (2012); (13) Bricheux et al.
(2013); (14) Nebeker e Schuytema (1998); (15) Boenal. (2007).
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Para o carbofuran, a curva SSD (Figura 4) mostumuafC. silvestriifoi a espécie
mais sensivel entre os trés organismos-teste aquiados (C&-48h = 0,86 ug ),
seguida da alg®. subcapitataClso-96h = 7426,5 ug t). O protozoarioP. caudatum
apresentou baixa sensibilidade a este composte-96ih = 22950,0 ugt). Ao comparar
com outras espécies da literatu@, silvestrii foi o organismo-teste mais sensivel ja
registrado e a bacténa fischerifoi o menos sensivel (GE30min = 28900,0 ugt). Em
relacdo aos grupos, a ordem decrescente de silzibildas espécies ao diuron foi:
cladoceros> anfipodas> insetos> ostracoda> decappdixes> cianobactéria> algas>

rotiferos> protozoario> bactéria.

G T
Vibrio fischeri*®y
Paramecium caudatum’® .

Brachionus calyciflorus*y,
Philodina roseola™®
e Chlorella vulgaris*
* Rophidocelis subcapitata®
e Chaetoceros gracilis®
& Microcystis aeruginosa®®
* pimephales promelas®®
® Danio rerio*?
* Caridina loevis*
® Cyprinotus carolinensis®®
* Anopheles stephensi®

hi I * Oreochromis nifoticus®
Chironomus riparius” o

Daphnia magna®

Moina micrura® o
Gammarus pulex® 4
Echinogammarus tibaldiF o

Fragfio Potencialmente Afetada

Ceriodaphnia dubia®
Ceriodaphnia silvestrii
T T T T T T T T T T T 1 ) L] 1
3 -2 1 0 1 2 3 4 B 6 7

Logyy CEs, (ug L'l)

Figura 4. Curva de distribuicdo da sensibilidade das espg&8&D) para o agrotéxico
carbofuran a partir de dados das espécies utibzadgresente estudo (em negrito) e para
outros organismos aquaticos publicados na liteaaf{ll) Presente estudo; (2) Bailey et al.
(1996); (3) Pantani et al. (1997); (4) Ashauer let(2010); (5) Iwai et al. (2011); (6)
Hernando et al. (2005); (7) Ibrahim et al. (1998); Pessoa et al. (2011); (9) Kumar et al.
(2004); (10) Grant et al. (1983); (11) Sucahyo le{2008); (12) Lee et al. (2014); (13)
Tarkowski (2004); (14) Ma et al. (2006); (15) Aratlal. (2006); (16) Moreira et al. (2015);
(17) lesce et al. (2006); (18) Fernandez-Alba e{24102).
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A partir das curvas de SSD para diuron e carbofurarvalores da concentracao
perigosa para 5% (H{e 50% (HGo) dos organismos aquaticos foram calculados para os

agrotoxicos selecionados (Tabela 3).

Tabela 3. Valor médio da concentracdo perigosa para 5%s HC50% (HGo) dos
organismos aquaticos e seus respectivos intenddosonfianca de 95% (IC 95%) para
diuron e carbofuran, calculada com base nas culw&SD.

- HCS HC50
Agrotoxico ) T ) T
HCs(ugL) I1C95% (ugL)  HCso(ugL") 1C 95% (ug L)
Diuron 2,83 0,30 - 13,25 573,14 173,12 - 1897,45
Carbofuran 1,37 0,13-7,11 392,58 109,71 - 1404,73

3.3.Avaliacao de risco preliminar

Os valores de PEC, PNEC e RQ sao apresentadosheta P juntamente com os
dados de toxicidade crénica (CENO ouditilizados na avaliagéo de risco. De acordo com
os resultados, todos os valores de RQ foram >di¢cando que os agrotoxicos diuron e

carbofuran apresentam riscos ecoldgicos poternuaaies 0s corpos d’agua brasileiros.

Tabela 4. Risco ecoldgico dos agrotoxicos diuron e carbafuramo quociente de risco
(RQ), com base nos dados de toxicidade cronicad@sismos-teste selecionados.

Agrotoxico Organismo-teste CENO ou Clyo(ug L") PECtwa (ug L") PNEC (ug L") RQ (PEC/PNEC)

Raphidocelis subcapitata 2,5 252,7 0,25 1010,7
Diuron Paramecium caudatum 610,0 281,3 61,00 4,6
Ceriodaphnia silvestrii 125,0 2299 12,50 18,3
Raphidocelis subcapitata 800,0 155,1 80,00 1,9
Carbofuran Paramecium caudatum 300,0 182,% 30,00 6,1
Ceriodaphnia silvestrii 0,23 1333 0,023 5796,6

3aPECtwa-4 dias para diurohPECtwa-1 dia para diuroAPECtwa-7 dias para diurohPECtwa-4
dias para carbofurafPECtwa-1 dia para carbofurdi®ECtwa-7 dias para carbofuran.

CENO = concentracdo de efeito ndo observade;=Ctoncentracdo que inibe 10% do crescimento
populacional; PEC = concentra¢do ambiental prevista = média ponderada pelo tempo; PNEC =
concentracdo sem efeito previsto.
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4. Discussao

Neste estudo, 0 modelo MacKay (MacKay, 2001) mastree 0 ambiente aquatico
€ o principal destino dos agrotéxicos diuron e chntan, apresentando altas porcentagens
de distribuicdo no compartimento agua, sendo cereilb, portanto, um compartimento
com alto risco de contaminagao por estes compoSiaisos estudos realizados no Brasil
com estes compostos também evidenciaram a vullideatd do compartimento agua. Plese
et al. (2009), ao avaliar o destino ambiental dbibelas utilizados nas culturas de algodao,
café e citros, verificaram que, para o diuron, mpartimento agua foi o mais afetado
(87,93%), seguido pelo compartimento solo (3,6 /aya carbofuran, Silva et al. (2007) e
Plese (2005) também verificaram altas porcentagedsstribuicdo deste agrotdxico na agua
(99%), como observado no presente estudo. Devalta &olubilidade em agua (322 mg L
1) e ao baixo coeficiente de adsorcdo ao solo (K@2 mL g*), o carbofuran possui alto
potencial de ser transportado dissolvido em agaasém contaminar o compartimento
aquatico (Plese et al., 2005; Silva et al., 20080 demonstrado pelo modelo MacKay.

Outros métodos de modelagem utilizados por alguesquisadores também
demonstraram o alto risco de contaminacgao dos atelsiaquaticos brasileiros. Ferracini et
al. (2001), utilizando os métodos da Agéncia dedeém Ambiental (EPA), como o indice
de GUS Groundwater Ubiquity ScojgFunari et al., 1991) e o método de GOSS (Goss,
1992) afirmaram que o ingrediente ativo diuron déentodos os critérios de avaliacao
estabelecidos, indicando potencial de contaminaigh@dguas subterraneas da regido de
Petrolina (PE) e Juazeiro (BA). Pinheiro e Ros®&Qutilizando o método SIRIS (Sistema
de Integracdo de Risco com InteracdoSdere$ (Vaillant et al., 1995), verificaram que
diuron e carbofuran foram os ingredientes ativas aamaior risco de degradacdo de aguas
superficiais na bacia do rio Itajai (SC).

As concentracdes previstas nos ambientes aquattosnodelo FOCUS néo foram
tdo discrepantes das concentracfes reais quatiéifiaaos ambientes aquaticos brasileiros
(Tabela 5). No caso do diuron, a PEC maxima e & REdias ponderadas no tempo
(PECtwa) previstas pelo FOCUS estavam dentro da farificada para os corpos d’agua
brasileiros, sendo esta de 0,9 a 408,0 fgNo entanto, verificou-se que a PEC maxima
prevista (292,9 pgt) foi cerca de 1,4 vezes menor do que a concewtragsiima detectada
por Paschoalato et al. (2008) em amostras de agR#odPardo (Ribeirdo Preto, SP). O Rio

Pardo localiza-se na principal regidao sucroalcomlaio Brasil e fica vulneravel a
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contaminagdo com 0s agrotoxicos utilizados nastgiées de cana de acucar, como o
herbicida diuron. A alta concentracdo registrada Paschoalato et al. (2008) pode ser
resultado da excessiva utilizacdo de diuron naaséagricolas, como por exemplo pela
aplicacdo de dosagens mais elevadas que as recatasneé também pela proximidade das

plantacdes com os corpos d’agua.

Tabela 5. Concentracfes maximas dos agrotoxicos diuron leoftaan detectadas em
ambientes de agua doce no Brasil.

Diuron (ug Lt ) Carbofuran (ug I_'l) Area de estudo Referéncia
0,90 - Alto Rio Poxim, Aracaju, SE (agua superficial) Britto et al. (2012)

- 10,40 Quitéria, RS (adgua subterranea) Caldas @0dl1)
0,78 68,80 Primavera do Leste, MT (4gua subterranea) arba:t al. (2008)
7,12 - Ribeirdo Preto, SP (adgua subterranea) Danthg(2011)
6,29 - Regido Centro-Oeste (agua subterranea) Doatq2009)

- 14,99 Canal S&o Gongalo e Rio Piratini, RS (agparfcial) Gritzmacher et al. (2008)

- 0,10 Regido do médio rio Uruguai, RS (agua sujadyfic  Loro et al. (2015)

- 0,80 Rios da Depresséo Central, RS (dgua supgrficiaMarchesan et al. (2010)

408,00 Rio Pardo, Ribeirdo Preto, SP (agua supérfici Paschoalato et al. (2008)

- 35,25 Rio S&o Lorengo, MT (agua superficial) Riberal (2013)

- 1,40 Sete regibes do sul do Brasil (Agua supérficia  Siva et al. (2009)

Para o agrotdxico carbofuran, a PEC maxima (198,61} e as PECtwa (1° até 21°
dia) previstas pelo modelo FOCUS foram maioreswoafaixa de valores verificada para
0s corpos d’agua brasileiros, sendo esta de 08188y ! (Tabela 5). A diferenca entre
os valores pode ser provavelmente devida a dois/osotl) a amostragem do ambiente
aquatico pode ter sido realizada varios dias a@ieacédo do agrotdxico em campo e/ ou
eventos de chuvas, e parte do composto ja podariget degradado; 2) as condi¢cdes
geoclimaticas dos ambientes tropicais, como tenyo@s mais elevadas e qualidade do
solo, podem ter favorecido a dissipacdo mais ramldacarbofuran no ambiente,
apresentando assim, concentracfes mais baixas el@gjyprevistas no compartimento
aquatico.

Neste estudo, o uso de organismos-teste de diésreriveis troficos nos ensaios
ecotoxicolégicos (uma alga, um protozoario e unddataro) foi adequado para verificar a
abrangéncia dos efeitos deletérios do diuron (bield) e do carbofuran (inseticida), sendo
que contemplou faixas de sensibilidade bem difeeen€omo esperado, o diuron foi

altamente toxico para a microalBa subcapitataenquanto o carbofuran foi extremamente
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toxico para o cladocer@. silvestrii A alta toxicidade do diuron sobre 0s organismos
fotossintetizantes deve-se ao bloqueio do transpoet elétrons no fotossistema Il e,

consequentemente a inibicdo do processo da fotessiriKrieger-Liszkay, 2005). Ja a

toxicidade do carbofuran é causada pela inibicderd@ama acetilcolinesterase (Ibrahim e

Harabawy, 2014). Em relacdo ao protozo&iacaudatumpreviamente acreditava-se que

este seria 0 organismo-teste menos sensivel aatdxigns estudados. No entanto,

inusitadamente para o herbicida diuron, este poditda, sendo um organismo néo-alvo, foi

mais sensivel do que espécies comumente utilizadastudos ecotoxicoldgicos, tais como
Vibrio fischeri Daphnia magna Hyalella aztecgFigura 3).

As curvas de SSD forneceram uma melhor representig&ensibilidade da biota
aguatica aos agrotoxicos selecionados, envolverddedprodutores primarios (algas e
macrofitas) e microrganismos até vertebrados (pgiX€ais resultados demonstram a
importancia de uma analise multi-espécie no diagsmbiental, tendo em vista que
existem espécies mais e menos sensiveis a deteorinantaminantes. Segundo Larras et
al. (2012), dentro de uma mesma comunidade, difeserspécies podem responder de forma
diferente dependendo de suas caracteristicasofigials e ecoldgicas. Assim, através das
curvas SSDs foi possivel demonstrar a variacdoedailslidade para um conjunto de
espécies, podendo-se extrapolar o valor de HC garaunidades naturais (Brock et al,
2006), que € mais realista do ponto de vista artddien

Alguns autores construiram curvas SSD para o dicwmonbase na sensibilidade dos
produtores primarios, incluindo macréfitas e mitgaa (Knauert et al., 2008; Chevre et al.,
2006; Larras et al., 2012). O H@édio para diuron (1,43 pg')verificado por Larras et
al. (2012) foi inferior ao obtido neste estudo 848g L!), sendo que estes autores
construiram a curva SSD somente com base na coaueike algas diatomaceas. Para o
carbofuran, o HEmédio observado no presente estudo (1,37 P ddi superior ao valor
relatado por Maltby et al. (2005) (0,22 ud)Lpois estes pesquisadores utilizaram somente
0s artropodes para a construcao da curva SSD. Agbsarva-se que a variacao dos valores
de HG médio depende das espécies utilizadas, podendarsmfoque somente nos grupos
taxondmicos mais sensiveis, como o0 ocorrido naglestde Larras et al. (2012) e Maltby
et al. (2005), ou a incluséo de diferentes comuwl@dacomo realizado no presente trabalho.

Os valores de Hfobtidos a partir das SSDs para os agrotéxicogudiarcarbofuran
foram mais baixos do que as concentragfes reamtadas nos corpos d’agua brasileiros

(Tabela 5). Isso implica que as comunidades a@gtcais sensiveis, como as algas e
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macrofitas para diuron e microcrustaceos e ingeos carbofuran, podem ser afetadas por
estes agrotéxicos, causando reducdo na densidatieersidade, selecdo biologica de
organismos indesejaveis e possiveis alteracdesndanita bioquimica, induzindo a um
desequilibrio do ecossistema aquatico (Kdhler ebEkorn, 2013).

A avaliacao de risco preliminar dos agrotéxicogaliue carbofuran mostrou RQs
maiores do que 1, indicando que estes compostesaam riscos ecoldgicos potenciais
para os corpos d’agua no Brasil. Neste estud@zarnilo a espécie mais sensivel ou qualquer
um dos organismos-teste estudados, todos indicaptencial risco destes agrotdxicos aos
ecossistemas aquaticos. Para as espécies maigeseasidiuron e carbofuran, altos valores
de RQ foram observados (Tabela 4). Papadakis €2@l5), utilizando a abordagem do
quociente de risco, verificaram que os inseticidaspirifos, diazinon e metil paration
apresentaram elevados valores de RQs principalntavido a sua alta toxicidade para
invertebrados aquaticos e peixes, enquanto o dalppcometrina mostrou alto valor devido
a sua toxicidade para as algas.

Alguns estudos também evidenciaram 0s riscos eico®glestes agrotoxicos para
0s ambientes aquaticos. DelLorenzo e Fulton (204@)avaliar o risco ecoldgico de
ambientes estuarinos ao diuron, verificaram queagods espécies de algas tiveram
quocientes de risco maior do que 1, indicando quefeito toxico € de provavel ocorréncia.
Chelinho et al. (2012), ao realizar uma avaliag@dsto integrada de carbofuran, relataram
gue este inseticida nas doses recomendadas refaragensco severo para 0s ecossistemas
aquaticos tropicais. Além disso, estes pesquisadessaltaram que aplicacdes intensivas e/
ou excessivas deste agrotéxico, acoplado a altipgeEgdo que ocorre nos tropicos, podem
amplificar o risco.

Muitas fontes de incerteza na avaliagcéo de riscdeimoafetar a estimativa do risco.
Misturas de agrotoxicos representam uma forma ckrtieza na avaliacdo de risco, pois as
combinacfes de alguns contaminantes podem apresent@idades aditivas (sem
interacdes), porém alguns estudos mostraram e&itésyicos (DeLorenzo e Serrano, 2006;
Key et al., 2007), assim como determinadas mistieagiuron e carbofuran apresentadas
nos capitulos anteriores (capitulos 1 e 4). Alguoages para a avaliacdo do risco de
misturas tém sido discutidas: (a) o uso de um fig@valiacao (AF) especifico para mistura
(Mixture Assessment FacterMAF); (b) um cenario especifico de avaliagBesrideos
cumulativos (Backhaus et al., 2010). No entantonglementacdo real dessas opcdes €

atualmente dificultada pela falta de conhecimeN&ste estudo, optou-se pelo uso de AF na
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avaliacao de risco. Atualmente, séo raros os estde@valiacdo de risco que consideraram
a mistura de agrotoxicos (e.g. Backhaus e Fauk®; Zthevre et al., 2008; Laetz et al., 2009)
e algumas propostas de avaliacao de risco de ess#m sido desenvolvidas (e.g. Backhaus
et al., 2013). Para estudos futuros, faz-se neatessd enfoque maior em propostas e
aplicacdo de avaliacdo de risco considerando atunawscom o intuito de ampliar o
conhecimento e preencher as lacunas ainda existente

Segundo Brock et al. (2006), o interesse na avi@ide risco ecoldgico € contribuir
para a gestdo sustentavel dos ambientes aqudficodos principais focos é a preservacéo
do funcionamento normal dos ecossistemas aquatittas, de manter a sua capacidade de
auto-regulacéo sob uma variedade de condi¢cdes araisi@o espaco e no tempo (Brock et
al., 2006; Swift et al., 2004). Para uma melhortgg@o dos corpos d’'agua brasileiros, é
importante que as agéncias reguladoras reconhegaistos ecoldgicos destes agrotdxicos
para a biota aquatica. Do ponto de vista éticaalorvntrinseco de todas as espécies que
habitam os ambientes de agua doce na paisagenolagsade ser um motivo importante
para protegé-los. Por outro lado, a partir de ueidgectiva econémica, os lucros dos
agroecossistemas podem ser mais valorizados da qumservacao das populacdes de
espécies vulneraveis nestes sistemas (Brock eP@D6). Assim, acreditamos que 0s
resultados do presente estudo possam auxiliaraumhecimento dos riscos ambientais e
contribuam para as decisGes de gestdo em relagéia@cado agricola destes agrotdxicos no

Brasil.

5. Conclusbes

Os resultados deste estudo evidenciaram que ososigas diuron e carbofuran
representam riscos ecoldgicos potenciais para agoso d'agua brasileiros. O
compartimento agua foi o principal destino destesipostos, como demonstrado pelo
modelo MacKay, o qual apresentou altas porcentagemsstribuicdo, sendo considerado,
portanto, um compartimento com alto risco de coitagiio. De acordo com as curvas de
SSDs, as algas cloroficeas, coRwsubcapitata os crustaceos, coni silvestrii,foram
0S organismos aquaticos mais sensiveis ao diuram earbofuran, respectivamente. Os
valores de Heobtidos a partir das SSDs foram mais baixos doagusoncentracdes reais
destes agrotoxicos encontradas nos corpos d’agasildiros, demonstrando que as

comunidades aquaticas mais sensiveis, como oditofuin para o diuron, e 0 zooplancton
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para o carbofuran, podem ser afetadas por estepostos, levando provavelmente a
alteracbes na estrutura e prejuizos ao funcionammermal do ecossistema aquatico. A
avaliacao de risco preliminar realizada com basgquaziente de risco (RQ) revelou que o
diuron e o carbofuran representam riscos de cafedos toxicos adversos sobre a biota
aquatica dos ecossistemas aquaticos brasileiromdde geral, os resultados do presente
estudo fornecem informacgfes importantes que agksareliminares, podem auxiliar na
avaliacdo dos riscos ecoldgicos e contribuir pardexisdes de gestdo sobre o uso destes
agrotoxicos no Brasil.
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Conclusdes Finais

Com este estudo, as seguintes conclusdes geraspuder obtidas:

A algaR. subcapitatdoi um organismo-teste adequado para avaliar owgsfdos
agrotoxicos, principalmente o do herbicida, aprizs®io respostas quantificaveis
em relagdo ao crescimento populacional, fisioldgianteado de clorofilaa) e

morfologia (complexidade e tamanho celular) celaelarbaixas concentracdes;

O uso da citometria de fluxo foi uma ferramentaiefite na avaliagdo das respostas
daR. subcapitatauma vez que permitiu uma contagem rapida e @elmsnimero

de células algais e possibilitou a analise muléipeatrica das propriedades celulares;

Apesar da simplicidade estrutural, o protozoRrioaudatunfoi um organismo-teste
adequado e sensivel para avaliar a toxicidadegtosixicos, exibindo um conjunto
de respostas identificaveis em nivel individuabpylacional, podendo ser utilizado

em estudos ecotoxicologicos;

A espécie neotropicaC. silvestrii apresentou alta sensibilidade aos agrotéxicos
testados e evidenciou sua potencialidade como isrgarteste em estudos

ecotoxicoldgicos nos ecossistemas aquaticos tligpica

Os testes de toxicidade com os ingredientes atnass suas formas padrdo e
comercial foram importantes, pois forneceram infages mais realistas sobre a
toxicidade dos agrotoxicos e demonstraram quefaedies respostas de toxicidade

sao espécie-especificas e composto-especificas.

Os agrotoxicos diuron e carbofuran em mistura agfieam e causaram respostas
toxicas diferentes das previstas para os compastbgiduais, evidenciando a

importancia dos estudos ecotoxicoldégicos com nastur
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Os efeitos das misturas de diuron e carbofuramfaignificativamente diferentes
para os organismos-teste selecionados, indicanel@g|tipos de interacdo entre 0s
compostos sdo espécie-especificos e dependem @wmegiar avaliado, ndo sendo

possivel extrapolar a conclusédo sobre um organisste-para outros organismos;

O uso de modelos matematicos, como o MacKay e FQGStituiram ferramentas
importantes na avaliacdo de risco dos agrotoxipos permitiram determinar a
distribuicdo dos compostos nos compartimentos\epsras concentracdes na agua

apos aplicacéo nas culturas agricolas;

A curva de distribuicdo da sensibilidade das egg&@SD) forneceu uma melhor
representacdo da sensibilidade para toda a biotieg e permitiu uma avaliacdo

prospectiva do calculo da concentracdo perigosa§fardas espécies;

Ao comparar as concentracdes reais encontradasonues d’agua brasileiros com
os resultados dos testes de toxicidade aguda eamdmpresente estudo, foi possivel
concluir que os agrotoxicos, isolados ou em mispuwdem causar efeitos deletérios

sobre o fitoplancton, protozooplancton e zooplamclos ambientes aquaticos;

Os altos valores de quocientes de risco (RQs)anae que o diuron e o carbofuran
representam riscos ecologicos potenciais para gmsal’agua brasileiros, o que
sugere a implantacdo de medidas mais restritiviees aso destes agrotoxicos no

Brasil.
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Considerac0des Finais

Em relacdo a primeira hipétese apresentada nestg ts resultados obtidos
permitiram concluir que os agrotoxicos diuron ebofuran (ingredientes ativos e
formulacdes comerciais) causam efeitos deletémmgsaaganismos-teste selecionadBs (
subcapitataP. caudatuneC. silvestri).

A partir dos resultados desta pesquisa verificougse estes agrotoxicos,
principalmente o herbicida diuron, inibiram sigo#iivamente o crescimento populacional
deR. subcapitata causaram alteracdes fisiologicas e morfologieascélulas em baixas
concentracdes. Para o protozoaeistes compostos causaram uma diminuicdo signifecati
no crescimento populacional, no niumero de geraedes biomassa de. caudatumem
concentragdes relativamente baixas. Para o cladd&esilvestrij o carbofuran causou
imobilidade nos individuos e uma reducao signifigatina fertilidade das fémeas em
concentracdes muito baixas, enquanto que, as doacées subletais de diuron causaram
efeitos horméticos sobre a fertilidadeClesilvestrii De acordo com as concentragcfes reais
encontradas nos corpos d’'agua brasileiros, ososfédtais e subletais verificados neste
estudo sdo passiveis de ocorrer nos ambientesia@pétvidenciando os riscos destes
agrotoxicos sobre o fitoplancton, protozooplan&a@ooplancton.

Ao comparar a toxicidade dos ingredientes ativgssnas formas padrao e comercial
para os diferentes organismos-tese, os resultafimscorroboraram a segunda hipotese.
Neste estudo, verificou-se que a toxicidade dasdtacdes comerciais foi maior, menor ou
nao apresentou diferenca significativa em comparagin os seus ingredientes ativos
padrdes, sendo as respostas dependentes do compmlustyganismo-teste testado. Assim,
concluiu-se que a toxicidade do produto comeradaepcausar diferentes respostas, tanto
devido aos ingredientes “inertes” associados comlasprespostas de toxicidade serem
espécie-especificas.

A terceira e quarta hipoteses, por sua vez, fofirmadas. Os testes de toxicidade
de misturas comprovaram que os efeitos das coniesade diuron e carbofuran sobre os
organismos-teste sao diferentes dos efeitos ollesvpara a exposicéo isolada a cada
agrotoxico, podendo ocorrer sinergismo, antagonismateracdo dependente da proporcéo
ou nivel da dose. Como raramente 0s agrotoxicogarono ambiente como um Unico

agente téxico, recomendamos que seus efeitos sajab&ém avaliados em misturas. Além
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disso, como nossos resultados confirmaram que mistns produtos comerciais causam

efeitos toxicos mais severos do que a dos ingregfiaativos padrbes, recomendamos mais
estudos utilizando as formulagdes comerciais, @stiss podem fornecer informacdes mais
realistas sobre os tipos de interacdes que ocanerondi¢cdes naturais.

Considerando o0 modo de acéo especifico dos agcogxiessaltamos que a selecéo
de um organismo-teste fotossintetizante e de ureriebrado artrépode neste estudo foi
fundamental para o estudo ecotoxicoldgico do hetdidiuron e do inseticida carbofuran.
Em uma avaliacdo de risco, a escolha de espécieseamsiveis é recomendada para refinar
a caracterizacao do risco dos contaminantes paeossistemas. A partir da representacao
das SSDs corroboramos a quinta hipotese, demodsti@ralta sensibilidade da alga
subcapitatee do clad6cer@. silvestriiaos compostos diuron e carbofuran, respectivamente
Mediante os resultados obtidos com a espétiesilvestrij ressaltamos também a
importancia da utilizacdo de espécies nativas pamaar ecologicamente relevante a
avaliacao de risco desses e de outros produtaOB&DS ecossistemas aquaticos tropicais.

Por meio da avaliagdo de risco prelimiar realizadate estudo, confirmamos a
altima hip6tese desta tese, o qual revelou quarowlie o carbofuran representam potenciais
riscos ecologicos para os corpos dagua brasileifddgssos resultados, apesar de
preliminares, fornecem informacfes importantesgpgem contribuir para as decisfes de
gestdo sobre o uso destes agrotdxicos no BrasihpBrtante ressaltar a morosidade na
reavaliagdo do principio ativo carbofuran, que sstédo realizada pela ANVISA desde
2008 e ainda nao foi concluida.

Para estudos futuros, sugerimos que os efeitoagtosdxicos diuron e carbofuran,
isolados e em mistura, sobre comunidades planet®mricsuas implicacbes ecoldgicas nos
ecossistemas aquaticos sejam avaliados em estug@sineentaisin situ, como 0s
mesocosmos (cendrios mais complexos e realismg)yais poderéo fornecer informacoes
necessarias para uma compreensdo mais aprofundadafeitos dos mesmos e de suas

interagdes com fatores ambientais.
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APENDICE A — Resultados Referentes ao Capitulo 1

Curva de crescimento da microalga
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Figura 1. Crescimento populacional da microalRaphidocelis subcapitadurante 12 dias
de cultivo. Condi¢cbes de cultivo: meio LC Oljgduminacdo continua (4306 lux),
temperatura controlada a 25+ 1°C e agitacdo marésa¥ezes ao dia.= 4; média + desvio
padrao.



205

Analises Quimicas
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Figura 2. Cromatograma do composto diuron na concentracdordg L', analisado por
HPLC-DAD (tempo de retengéo = 4,111 min).
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Figura 3. Cromatograma do composto carbofuran na conceotdgd mg !, analisado
por HPLC-DAD (tempo de retengéo = 3,548 min).
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Figura 4. Curva analitica para o composto diuron (concengsc@ 0,01 a 4,00 mgh).
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Figura 5. Curva analitica para o composto carbofuran (conaedeés de 0,25 a 32,00 mg L
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Figura 6. Concentracfes nominais e reais dos compostosdéucarbofuran nas solucdes-
teste utilizadas nos testes de toxicidade indived&amA, concentragdes nominais de diuron
padrdo de 1 a 6, respectivamente: 1,25; 2,5; 5201@;40 ug I e as concentragdes reais de
diuron. Em B, concentra¢gdes nominais de diuron do produto ftadwude 1 a 6,
respectivamente: 1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 plgeLas concentragdes reais de diuron do
produto comercial. EnC, concentracbes nominais de carbofuran padréo de 71
respectivamente: 400, 800, 1600, 3200, 6400, 1288b00 g 1! e as concentragdes reais
de carbofuran. EM, concentragdes nominais de carbofuran do produtouiado de 1 a 7,
respectivamente: 400, 800, 1600, 3200, 6400, 1288b00 g 1! e as concentragdes reais
de carbofuran do produto comercial.
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Tabela 1.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 23
combinacdes utilizadas no teste de toxicidade dtuna.

_ Concentragdo nominal Concentragéo real
Combinagdes — " X} : x} "
Diuron (ug L) Carbofuran (ug L ™) Diuron (ug L) Carbofuran (ug L ™)

1 1,40 2270 1,33 2152
2 1,40 3400 1,35 3235
3 1,40 5670 1,34 5441
4 1,40 7940 1,36 7656
5 2,79 1130 2,65 1131
6 2,79 2270 2,68 2314
7 2,79 4540 2,75 4474
8 2,79 6800 2,74 6768
9 4,19 1130 4,14 1125
10 4,19 3400 4,23 3340
11 4,19 5670 4,19 5441
12 5,59 2270 5,59 2269
13 5,59 4540 5,60 4419
14 5,59 9070 5,60 8893
15 6,98 1130 7,06 1156
16 6,98 3400 7,16 3355
17 8,38 2270 8,58 2286
18 8,38 6800 8,51 6631
19 8,38 9070 8,38 8933
20 9,77 1130 9,69 1157
21 11,17 4540 11,10 4498
22 11,17 6800 10,99 6715
23 11,17 9070 11,07 8869

Tabela 2. Contagem da densidade de algas do teste de $idasibideR. subcapitata
exposta ao cloreto de sbédio (96 h) por citometifluko e microscopia o6tica.

. 1 Citometria de fluxo Microscopia optica

Concentractes (g [) , . 1 , ] 1
Densidade (x 16 cel mL ) Densidade (x 16 cel mL )

0,0 3,36 £ 0,44 3,18 £0,40

0,5 3,01 £ 0,66 2,94 + 0,58

2,0 2,27 +£0,11 2,15+0,12

3,5 1,27 + 0,05 1,34+£0,12

50 0,14 £ 0,01 0,13+0,01

6,5 0,06 + 0,001 0,06 + 0,003




209

APENDICE B — Resultados Referentes ao Capitulo 2

Andlises quimicas
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Figura 1. Cromatograma do composto diuron na concentraca® aeg L, analisado por
HPLC-DAD (tempo de retengéo = 4,296 min).

40-
35-
30-
25-

204

mAU

15

10+

I I I I

0 1 2 3 4 5 6
Tempo (min)

Figura 2. Cromatograma do composto carbofuran na concentd&a0 mg I, analisado
por HPLC-DAD (tempo de retencéao = 3,678 min).
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Figura 3. Curva analitica para o composto diuron (concengmg@ie 0,5 a 40,0 mgi)
utilizada para a quantificacao das concentract&s demposto nas solucdes-teste dos testes
de toxicidade cronica.
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Figura 4. Curva analitica para o composto diuron (concengsgle 0,5 a 240,0 mgl)
utilizada para a quantificacao das concentract&s demposto nas solucdes-teste dos testes
de toxicidade aguda.
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Figura 5. Curva analitica para o composto carbofuran (conaedés de 0,25 a 40,0 mg L

1y utilizada para a quantificacdo das concentragésse composto nas solucdes-teste dos
testes de toxicidade cronica.
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Figura 6. Curva analitica para o composto carbofuran (conaedés de 0,25 a 240,0 mg L
1y utilizada para a quantificacdo das concentragésse composto nas solucdes-teste dos
testes de toxicidade aguda.
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Figura 7. Concentracdes nominais e reais de diuron nas@sueste utilizadas nos testes
de toxicidade. EmA\, concentra¢cdes nominais de diuron padrdo de Tespectivamente:
40, 60, 100, 120 e 140 mg'lpara os testes de toxicidade aguda e as concdesrezais de
diuron. Em B, concentracbes nominais de diuron do produto coalede 1 a 5,
respectivamente: 14, 28, 56, 112 e 224 migpara os testes de toxicidade aguda e as
concentracdes reais de diuron. Emconcentracfes nominais de diuron padréo de 1 a 6,
respectivamente: 0,88, 1,75, 3,5, 7,0, 14,0 e 280! para os testes de toxicidade aguda
e as concentracdes reais de diuron. [Enconcentracdes nominais de diuron do produto
comercial de 1 a 6, respectivamente: 0,88, 1,55,73), 14,0 e 28,0 mg'ipara os testes de
toxicidade aguda e as concentragdes reais de diuron
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Figura. 8. Concentragdes nominais e reais de carbofuranabagdgs-teste utilizadas nos
testes de toxicidade. Em, concentracdes nominais de carbofuran padrdo de5]
respectivamente: 120, 150, 180, 210 e 240 mgara os testes de toxicidade aguda e as
concentracdes reais de carbofuran.Emoncentracdes nominais de carbofuran do produto
comercial de 1 a 5, respectivamente: 60, 90, 180, ¢ 180 mg I para os testes de
toxicidade aguda e as concentracdes reais de naboEmMC, concentracdes nominais de
carbofuran padrdo de 1 a 6, respectivamente: 3,88, 7,5, 15,0, 30,0 e 60,0 mg para

os testes de toxicidade crbnica e as concentraeaissde carbofuran. EBy concentracdes
nominais de carbofuran do produto comercial de6l r@spectivamente: 0,47, 0,94, 1,88,
3,75, 7,5 e 15,0 mgipara os testes de toxicidade cronica e as congéeBaeais de
carbofuran.
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Figura 9. Crescimento populacional do protozodPiaramecium caudaturpds 240 horas
de cultivo. Condi¢bes de cultivo: agua mineral Nta8 acrescida de bactérids.
aerogenestemperatura controlada a 25 %] fotoperiodo de 12 h luz: 12 h escuro e pH de
7,5-8,0.n = 3; média £ desvio-padrao.
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APENDICE C — Resultados Referentes ao Capitulo 3

Analises Quimicas
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Figura 1. Cromatograma do composto diuron na concentra¢abrdg L%, analisado por
HPLC-DAD (tempo de retencéo = 4,198 min).
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Figura 2. Cromatograma do composto carbofuran na concent@de@omg L, analisado
por HPLC-DAD (tempo de retencéao = 3,520 min).
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Figura 3. Curva analitica para o composto diuron (concengsgi@ 0,01 a 32,00 mgtL
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Figura 4. Curva analitica para o composto carbofuran (conaedés de 0,025 a 2,00 mg
LY.
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Figura 5. Concentracées nominais e reais de diuron nas@sstteste utilizadas nos testes
de toxicidade. EnA, concentracdes nominais de diuron padrdo de lr@spectivamente:
2000, 4000, 8000, 16000 e 32000 pydara os testes de toxicidade aguda e as conc@edrac
reais de diuron. EnB, concentracbes nominais de diuron do produto cdalede 1 a 5,
respectivamente: 400, 800, 1200, 1600 e 2000 hgaka os testes de toxicidade aguda e as
concentracdes reais de diuron. Emconcentracées nominais de diuron padrédo de 1 a 8,
respectivamente: 125, 250, 500, 1000, 2000, 40000 & 8000 ug L para os testes de
toxicidade cronica e as concentracdes reais derdilgEmD, concentracdes nominais de
diuron do produto comercial de 1 a 7, respectivaemer®?,5, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 ug
L para os testes de toxicidade cronica e as coagées reais de diuron.
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Figura 6. Concentragbes nominais e reais de carbofuranalagdgs-teste utilizadas nos
testes de toxicidade. Em, concentracdes nominais de carbofuran padrdo de5]
respectivamente: 0,16, 0,33, 0,65, 1,3 e 2,6 Jigdra os testes de toxicidade aguda e as
concentracdes reais de carbofuran.BEmoncentracdes nominais de carbofuran do produto
comercial de 1 a 5, respectivamente: 0,60, 0,38}, 2,46 e 3,93 pugtpara os testes de
toxicidade aguda e as concentracdes reais de naboEmMC, concentracées nominais de
carbofuran padrdo de 1 a 6, respectivamente: 0,09, 0,23, 0,38, 0,60, 0,96 u¢ bara

os testes de toxicidade crbnica e as concentraeaissde carbofuran. EBy concentracdes
nominais de carbofuran do produto comercial de6l r@spectivamente: 0,09, 0,15, 0,23,
0,38, 0,60, 0,96 pgtpara os testes de toxicidade cronica e as cormgées reais de
carbofuran.



Testes de sensibilidade

219

2.0 7 ® CL,48h
Zh
=2
ccu 15 Limite superior .
z ¢ ¢ R . .
() Tendéncia central v Y
T 1.0 ¢ *
18 Limite inferior
O
Y
S 0.5 -
(&)
c
@]
@)
0.0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10

Testes

Figura 7. Faixa de sensibilidade @& silvestrii(CEs0-48h) a substancia de referéncia cloreto
de sodio com base nos resultados de 10 testexidalémle aguda. Os limites superior e
inferior correspondendo a intervalos de confianea98% foram 0,95 e 1,39 gL

respectivamente.
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APENDICE D - Resultados Referentes ao Capitulo 4

Andlises quimicas

Tabela 1.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 25
combinacgdes utilizadas no teste de toxicidade agadmistura dos agrotoxicos padroes
realizado conParamecium caudatum

L Concentra¢do nominal Concentracao real
Combinagdes — 7 x) : ) "
Diuron (mg L *) Carbofuran(mg L *)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )

1 40 120 40 117
2 40 150 41 152
3 40 180 41 184
4 40 210 41 197
5 40 240 41 227
6 60 120 63 116
7 60 150 63 152
8 60 180 63 183
9 60 210 63 195
10 60 240 62 229
11 100 120 102 128
12 100 150 106 152
13 100 180 107 190
14 100 210 105 192
15 100 240 104 233
16 120 120 130 127
17 120 150 128 155
18 120 180 128 186
19 120 210 126 211
20 120 240 125 234
21 140 120 147 124
22 140 150 149 152
23 140 180 147 184
24 140 210 149 210
25 140 240 148 240
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Tabela 2.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 25
combinac0des utilizadas no teste de toxicidade adadaistura dos agrotéxicos comerciais
realizado conParamecium caudatum

L Concentra¢do nominal Concentracao real
Combinagtes — " x) : ) "
Diuron (mg L *) Carbofuran(mg L *)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )

1 14 60 13 57

2 14 90 14 90

3 14 120 14 119
4 14 150 14 151
5 14 180 14 181
6 28 60 27 61

7 28 90 27 91

8 28 120 28 120
9 28 150 28 151
10 28 180 28 183
11 56 60 58 61

12 56 90 58 90

13 56 120 58 120
14 56 150 58 152
15 56 180 58 182
16 112 60 115 60
17 112 90 115 90
18 112 120 115 121
19 112 150 115 152
20 112 180 115 183
21 224 60 217 62
22 224 90 221 94
23 224 120 222 126
24 224 150 220 157
25 224 180 223 188




222

Tabela 3.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 23
combinacdes utilizadas no teste de toxicidade cedda mistura dos agrotoxicos padrdes

realizado conParamecium caudatum

Concentra¢do nominal

Concentracao real

Diuron (mg L'l) Carbofuran (mg L'l)

Diuron (mg L'l) Carbofuran (mg L'l)

Combinacbes
1 0,89
2 0,89
3 0,89
4 0,89
5 1,78
6 1,78
7 1,78
8 1,78
9 2,66
10 2,66
11 2,66
12 3,55
13 3,55
14 3,55
15 4,44
16 4,44
17 5,33
18 5,33
19 5,33
20 6,21
21 7,10
22 7,10
23 7,10

5,74
8,61
14,34
20,08
2,87
5,74
11,48
17,21
2,87
8,61
14,34
5,74
11,48
22,95
2,87
8,61
5,74
17,21
22,95
2,87
11,48
17,21
22,95

0,83
0,82
0,83
0,83
1,70
1,70
1,71
1,72
2,69
2,69
2,72
3,59
3,55
3,53
4,64
4,66
5,61
5,60
5,58
6,56
7,22
7,25
7,25

5,62
8,43
14,17
19,96
2,99
5,79
11,52
17,46
2,99
8,98
14,58
5,99
11,90
23,40
3,12
9,26
5,99
18,25
24,25
2,98
12,37
18,39
24,57
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Tabela 4.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 23
combinacdes utilizadas no teste de toxicidade cadaé mistura dos agrotoxicos comerciais
realizado conParamecium caudatum

L Concentra¢do nominal Concentracao real
Combinagdes — 7 x) : ) "
Diuron (mg L *) Carbofuran(mg L *)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )

1 0,85 1,25 0,79 1,17
2 0,85 1,87 0,78 1,77
3 0,85 3,11 0,80 3,01
4 0,85 4,36 0,79 4,31
5 1,70 0,62 1,54 0,58
6 1,70 1,25 1,54 1,20
7 1,70 2,49 1,54 2,49
8 1,70 3,74 1,56 3,73
9 2,54 0,62 2,35 0,58
10 2,54 1,87 2,45 1,87
11 2,54 3,11 2,47 3,21
12 3,39 1,25 3,44 1,26
13 3,39 2,49 3,53 2,67
14 3,39 4,98 3,57 5,45
15 4,24 0,62 4,44 0,67
16 4,24 1,87 4,46 2,03
17 5,09 1,25 5,38 1,35
18 5,09 3,74 5,38 4,04
19 5,09 4,98 5,48 5,39
20 5,93 0,62 5,70 0,65
21 6,78 2,49 6,67 2,72
22 6,78 3,74 6,73 4,08
23 6,78 4,98 6,76 5,45
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Tabela 5.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 25
combinacgdes utilizadas no teste de toxicidade agadmistura dos agrotoxicos padroes
realizado conCeriodaphnia silvestrii

Combinacdes Conce_ ?tragéo nominal . Cor?fe ntracdo real _
Diuron (mg L *) Carbofuran(mg L *)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )
1 2,00 0,16 x 10 2,04 0,16 x 10
2 2,00 0,33 x 16 2,04 0,34 x10
3 2,00 0,65 x 16 2,07 0,66 x 10
4 2,00 1,30 x 16 2,07 1,32 x 10
5 2,00 2,60 x 16 2,06 2,69 x10
6 4,00 0,16 x 10 3,94 0,16 x 10
7 4,00 0,33 x 16 3,98 0,33 x 10
8 4,00 0,65 x 18 4,00 0,67 x 10
9 4,00 1,30 x 16 3,95 1,32 x 10
10 4,00 2,60 x 16 3,96 2,67 x10
11 8,00 0,16 x 18 7,95 0,16 x 10
12 8,00 0,33 x 108 8,05 0,32 x 10
13 8,00 0,65 x 16 7,97 0,65 x 10
14 8,00 1,30 x 18 7,97 1,29 x 10
15 8,00 2,60 x 16 7,74 2,66 x10
16 16,00 0,16 x 19 15,54 0,16 x 10
17 16,00 0,33 x 10 15,50 0,33 x 108
18 16,00 0,65 x 16 15,44 0,65 x 16
19 16,00 1,30 x 18 15,61 1,28 x 16
20 16,00 2,6 x 108 15,30 2,65 x 10
21 32,00 0,16 x 16 30,74 0,16 x 16
22 32,00 0,33 x 10 31,05 0,32 x 108
23 32,00 0,65 x 16 31,14 0,67 x16
24 32,00 1,30 x 10 31,34 1,33 x 16
25 32,00 2,60 x 10 31,09 2,67 x 10
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Tabela 6.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 25
combinac0des utilizadas no teste de toxicidade adadaistura dos agrotéxicos comerciais
realizado conCeriodaphnia silvestrii

Combinacdes Conce_ ?tragéo nominal . Cor?fe ntracdo real _
Diuron (mg L *) Carbofuran(mg L *)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )
1 0,40 0,60 x 10 0,43 0,63 x 10
2 0,40 0,96 x 10 0,42 1,02 x 10
3 0,40 1,54 x 10 0,42 1,55 x 10
4 0,40 2,46 x 10 0,42 2,70 x 10
5 0,40 3,93 x 16 0,39 4,16 x 10
6 0,80 0,60 x 10 0,81 0,62 x 10
7 0,80 0,96 x 10 0,82 0,97 x 10
8 0,80 1,54 x 10 0,82 1,63 x 10
9 0,80 2,46 x 10 0,82 2,54 x 10
10 0,80 3,93 x 18 0,80 4,14 x 10
11 1,20 0,60 x 18 1,21 0,62 x 10
12 1,20 0,96 x 18 1,21 0,91 x 10
13 1,20 1,54 x 18 1,20 1,54 x 10
14 1,20 2,46 x 10 1,21 2,55 x 10
15 1,20 3,93 x 18 1,21 4,10 x 10
16 1,60 0,60 x 18 1,65 0,59 x 10
17 1,60 0,96 x 18 1,67 0,96 x 10
18 1,60 1,54 x 18 1,64 1,57 x 10
19 1,60 2,46 x 10 1,65 2,54 x 10
20 1,60 3,93 x 10 1,65 4,08 x 10
21 2,00 0,60 x 18 2,08 0,57 x 10
22 2,00 0,96 x 18 2,09 0,90 x 10
23 2,00 1,54 x 18 2,07 1,52 x 10
24 2,00 2,46 x 10 2,08 2,53 x 10
25 2,00 3,93 x 10 2,07 4,09 x 10
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Tabela 7.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 23
combinacdes utilizadas no teste de toxicidade cedda mistura dos agrotoxicos padrdes
realizado conCeriodaphnia silvestrii

Combinacdes Conce_ ?tragéo nominal . Cor?fe ntracdo real _
Diuron (mg L ) Carbofuran(mg L ©)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )
1 0,71 0,21 x 16 0,76 0,21 x 10
2 0,71 0,31 x 16 0,76 0,31 x 10
3 0,71 0,51 x 10 0,76 0,52 x 10
4 0,71 0,72 x 16 0,76 0,73 x 10
5 1,41 0,10 x 18 1,44 0,10 x 10
6 1,41 0,21 x 16 1,44 0,21 x 10
7 1,41 0,41 x 16 1,44 0,41 x 10
8 1,41 0,62 x 18 1,43 0,62 x 10
9 2,12 0,10 x 16 2,14 0,10 x 10
10 2,12 0,31 x 18 2,13 0,31 x 10
11 2,12 0,51 x 18 2,11 0,52 x 10
12 2,83 0,21 x 10 2,88 0,20 x 10
13 2,83 0,41 x 18 2,85 0,41 x 10
14 2,83 0,82 x 18 2,84 0,83 x 10
15 3,53 0,10 x 18 3,53 0,10 x 10
16 3,53 0,31 x 10 3,51 0,31 x 10
17 4,24 0,21 x 16 4,30 0,21 x 10
18 4,24 0,62 x 18 4,25 0,62 x 10
19 4,24 0,82 x 18 4,25 0,83 x 10
20 4,94 0,10 x 18 4,90 0,11 x 10
21 5,65 0,41 x 18 5,78 0,41 x 10
22 5,65 0,62 x 10 5,76 0,62 x 10
23 5,65 0,82 x 18 5,76 0,81 x 10
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Tabela 8.Concentragbes nominais e reais de diuron e cadoofias solu¢des-teste das 23
combinacdes utilizadas no teste de toxicidade cadaé mistura dos agrotoxicos comerciais
realizado conCeriodaphnia silvestrii

Combinacdes Conce_ ?tragéo nominal . Cor?fe ntracdo real _
Diuron (mg L ) Carbofuran(mg L ©)  Diuron (mg L ) Carbofuran (mg L )
1 0,08 0,19 x 16 0,08 0,18 x 10
2 0,08 0,28 x 10 0,08 0,29 x 10
3 0,08 0,47 x 16 0,08 0,49 x 10
4 0,08 0,66 x 10 0,08 0,69 x 10
5 0,17 0,09 x 16 0,17 0,09 x 10
6 0,17 0,19 x 16 0,17 0,19 x 10
7 0,17 0,38 x 10 0,17 0,38 x 10
8 0,17 0,56 x 18 0,17 0,59 x 10
9 0,25 0,09 x 16 0,25 0,28 x 10
10 0,25 0,28 x 18 0,25 0,28 x 10
11 0,25 0,47 x 18 0,25 0,48 x 10
12 0,34 0,19 x 16 0,34 0,18 x 10
13 0,34 0,38 x 18 0,34 0,38 x 10
14 0,34 0,75 x 18 0,34 0,78 x 10
15 0,42 0,09 x 18 0,42 0,10 x 10
16 0,42 0,28 x 18 0,42 0,28 x 10
17 0,50 0,19 x 16 0,51 0,20 x 10
18 0,50 0,56 x 16 0,51 0,60 x 10
19 0,50 0,75 x 18 0,52 0,78 x 10
20 0,59 0,09 x 18 0,59 0,09 x 10
21 0,67 0,38 x 10 0,67 0,38 x 10
22 0,67 0,56 x 10 0,67 0,61 x 10
23 0,67 0,75 x 18 0,68 0,77 x 10
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Testes de toxicidade das misturas

Tabela 9.Parametros e testes de ajuste dos modelos démefepbtidos na anéalise do teste
de toxicidade aguda da mistura dos agrotdxicosodiw carbofuran padrdo para o
protozoarioParamecium caudatum

Adicéo de Concentracdo Acéo Independente

CA SIA DR DL IA SIA DR DL
max 1,00 0,93 0,88 0,93 1,00 1,00 1,00 1,00
B piuron 1,76 2,94 4,65 2,87 2,44 1,39 0,56 0,56
B carbofuran 7,20 9,28 10,14 9,26 10,26 3,23 2,88 2,88
ClLso para Diuron 97,78 96,37 93,66 96,37 74,06 21,43 21,48 81,4
Clso para Carbofuran 170,03 172,61 182,73 172,61 165,10 88,9088,93 88,93
a - 0,88 -0,99 -0,40 - 1,65 0,24 -0,22
boriDL - - 4,65 2,00 - - 0,16 2,00
Ss 80,73 67,02 42,72 86,21 73,57 392,30 294,99 302,72
r2 0,61 0,67 0,79 0,58 0,64 -0,92 -0,44 -0,48
Testey’ ou F 123,96 13,72 2429  -19,19 131,13 - - -
df - 1,00 1,00 1,00 - - - -
p G ou F) 7,60x107°  2,13x10" 8,28x10’ - 2,23x10%’ - - -

Tabela 10.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade aguda da mistura dos agrot®xicoon e carbofuran comerciais para o
protozoarioParamecium caudatum

Adicéo de Concentragdo Acéo Independente

CA S/IA DR DL IA SIA DR DL
max 1,00 0,95 0,95 0,95 1,00 0,99 0,99 1,00
B biuron 1,66 3,22 3,22 3,21 2,51 2,51 2,51 2,23
B carbofuran 6,09 8,13 8,13 8,13 5,89 6,59 6,59 5,99
CLsp para Diuron 78,09 80,51 80,51 80,51 67,77 67,50 67,49 265,4
CLso para Carbofuran 105,73 98,67 98,67 98,67 89,21 96,53 396,5 95,51
a - 1,31 0,04 -0,10 - -0,30 -0,31 1,06
borioL - - 0,02 2,00 - - 0,01 1,87
SS 90,61 43,16 133,58 117,13 40,27 33,77 33,77 33,05
r2 0,64 0,83 0,47 0,54 0,84 0,87 0,87 0,87
Testexz ouF 163,61 47,44 -90,42 -73,96 213,95 6,50 0,00 0,72
df - 1,00 1,00 1,00 - 1,00 1,00 1,00

P’ ou F) 2,46x10" 5,67x10%° - - 3,76x10"° 0,01 1,00 0,40
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Tabela 11.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade crbénica da mistura dos agrodéxdiuron e carbofuran padrdo para o

protozoarioParamecium caudatum

Adicéo de Concentracdo

Acéo Independente

CA S/IA DR DL IA SIA DR DL
max 61,78 62,28 62,30 61,95 54,24 62,37 61,94 62,19
B biuron 0,90 0,89 0,89 0,91 1,25 0,83 0,86 0,90
B carboturan 0,50 0,51 0,52 0,53 0,61 0,48 0,46 0,54
Clsg para Diuron 7,40 6,67 6,72 6,95 11,84 7,31 7,09 7,20
Clsg para Carbofuran 25,17 20,54 20,12 22,06 47,02 19,07 22,7719,40
a - 0,80 1,05 -0,002 - 1,69 0,86 -0,08
borioL - - -0,45 209,74 - - 1,48 35,02
SS 162,66 143,02 142,76 150,62 350,27 150,94 141,73 142,37
r2 0,95 0,95 0,95 0,95 0,89 0,95 0,95 0,95
Testexz ouF 140,16 4,63 0,07 -1,86 60,93 30,31 2,27 2,10
df - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
P’ ou F) 2,21x19° 0,03 0,80 - 3,03x10" 3,69x10° 0,13 0,15

Tabela 12.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade cronica da mistura dos agrodéxiliuron e carbofuran comerciais para

0 protozodrid?Paramecium caudatum

Adicéo de Concentragdo

Acéo Independente

CA S/IA DR DL IA SIA DR DL
max 65,14 64,97 64,88 65,04 60,09 65,90 65,57 65,73
B biuron 0,73 0,73 0,72 0,71 0,82 0,68 0,65 0,73
B carboturan 0,71 0,70 0,72 0,69 0,72 0,60 0,66 0,64
Clsg para Diuron 4,84 5,14 6,17 511 8,35 5,13 6,04 5,19
Clsg para Carbofuran 4,39 4,63 4,01 4,64 7,69 4,72 4,13 4,73
a - -0,34 1,95 0,03 - 1,20 2,20 -0,02
borioL - - -5,01 12,05 - - -2,19 77,18
SS 331,98 327,64 277,05 324,88 419,04 268,59 241,17 275,53
r2 0,92 0,92 0,93 0,92 0,89 0,93 0,94 0,93
Testexz ouF 83,45 0,47 6,51 0,78 64,50 16,01 3,88 -0,92
df - 1,00 2,00 2,00 - 1,00 1,00 1,00

p(*ouF) 3,85x10° 0,492 0,039 0,678

1,39x10™ 6,29x10° 0,049 -
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Tabela 13.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade aguda da mistura dos agrot®xdaaron e carbofuran padrdo para o

cladécerdCeriodaphnia silvestrii

Adicédo de Concentragdo

Acéo Independente

CA SIA DR DL IA SIA DR DL
max 0,95 0,89 0,89 0,96 0,99 0,99 0,93 1,00
Boiuron 2,73 2,99 2,82 2,01 3,50 2,76 3,16 1,92
BB carbofuran 4,71 10,52 12,79 3,59 3,50 5,67 4,37 2,17
CEs( para Diuron 6,42 8,41 8,42 7,13 9,03 9,03 9,03 9,03
CEsp para Carbofuran0,88 x 10° 1,24 x10° 1,25x10° 0,99x10° 1,05x10° 0,93x10° 0,98 x10° 1,01x10°
a - -1,31 -0,62 1,93 - -6,36 -6,55 0,79
borioL - -1,43 1,56 - - 0,70 19,99
Ss 27,16 21,88 21,17 17,86 205,40 38,60 20,83 27,31
r? 0,93 0,94 0,94 0,95 0,46 0,90 0,94 0,93
Testey?ou F 351,11 5,28 0,71 4,02 172,86 166,81 17,77 11,29
df - 1,00 1,00 1,00 - 1,00 1,00 1,00
p(;°ou F) 1,01x10" 0,021 0,398 0,045  254x10°° 3,69 x10°° 2,49 x 10° 78,11 x 10°

Tabela 14.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade aguda da mistura dos agrot®xicoon e carbofuran comerciais para o

cladécerdCeriodaphnia silvestrii

Adicédo de Concentragdo

Acdo Independente

CA SIA DR DL IA SIA DR DL
max 1,27 0,94 0,98 0,99 1,06 4,44 3,90 4,30
B piuron 1,16 4,50 5,18 4,48 2,37 0,66 0,63 0,63
B Carbofuran 3,27 4,84 4,35 4,82 4,68 4,01 4,01 4,01
CEs, para Diuron 1,16 1,20 1,20 1,20 1,16 0,05 0,05 0,05
CEso para Carbofuran0,89 x 10° 1,00 x10° 0,78 x10° 1,20x10° 1,14x10° 0,66 x10° 0,71 x10° 0,71 x 10°
a - 2,44 0,96 -0,18 - 4,24 0,003 -0,003
BoR/OL - 3617,00 2,00 - - 0,003 2,00
Ss 88,96 45,56 73,28 127,64 50,78 16,72 77,12 120,38
r2 0,74 0,87 0,78 0,62 0,85 0,95 0,77 0,64
Testey’ ou F 249,91 43,40 27,72 -82,08 288,10 34,05 -60,40  -103,66
df - 1,00 1,00 1,00 - 1,00 1,00 1,00

p (2 ouF) 6,79 x 10° 4,46 x 10" -

3,99 x 10°* 5,36 x 10° - -
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Tabela 15.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade crbénica da mistura dos agrodéxdiuron e carbofuran padrdo para o

cladécerdCeriodaphnia silvestrii

Adicédo de Concentragdo

Acdo Independente

CA SIA DR DL IA SIA DR DL
max 16,63 16,52 16,53 16,33 16,24 16,41 16,37 16,46
B iuron 4,46 3,74 3,97 4,40 3,78 3,43 3,62 3,50
B carbofuran 0,98 1,41 1,43 1,82 1,49 1,41 1,45 1,66
CEso para Diuron 6,92 6,43 6,51 6,54 6,64 6,53 6,60 6,43
CEsp para Carbofurani 56 x 10° 0,86 x10° 0,81 x10° 0,85x10° 0,92x10° 0,86 x10° 0,83x10° 0,82 x 10°
a - 1,56 2,29 -0,01 - 0,47 0,95 -0,56
borioL - - -1,30 109,75 - - -1,10 3,83
Ss 47,68 21,44 20,80 23,09 24,52 23,45 23,21 21,85
r? 0,87 0,94 0,94 0,94 0,93 0,94 0,94 0,94
Testey’ ou F 51,31 27,97 1,06 -2,59 106,84 1,56 0,37 2,49
df - 1,00 1,00 1,00 - 1,00 1,00 1,00
p(ZouF) 540x1d° 1,23x10° 0,30 - 2,69x107 0,21 0,55 0,11

Tabela 16.Parametros e testes de ajuste dos modelos déneieiobtidos na analise do
teste de toxicidade cronica da mistura dos agrodéxiliuron e carbofuran comerciais para

o cladécerdcCeriodaphnia silvestrii

Adicédo de Concentragdo

Acdo Independente

CA SIA DR DL 1A SIA DR DL
max 16,57 16,60 16,47 16,52 15,38 16,98 16,44 16,69
B piuron 1,27 1,32 1,42 1,33 1,10 0,71 0,96 1,29
B Carbofuran 0,26 0,29 0,22 0,56 0,38 0,34 0,27 0,76
CEs para Diuron 0,78 0,74 0,70 0,74 1,60 1,26 1,05 0,74
CEso para Carbofuran, 36 x 10° 1,02 x10° 2,32 x10° 0,78x10° 2,30 x10° 0,87 x10° 1,95x10° 0,64 x 10°
a - 0,70 -7,27 2,23 - 1,27 -1,37 -3,73
borioL - 9,91 1,22 - - 3,99 2,30
Ss 25,26 24,89 22,30 20,14 45,12 36,25 32,69 15,96
r2 0,87 0,87 0,89 0,90 0,77 0,81 0,83 0,92
Testey’ ou F 48,76 0,51 4,24 7,71 24,11 1,00 1,00 1,00
df - 1,00 2,00 2,00 - 7,44 3,52 27,90
PG’ ouF) 1,82x13* 048 0,12 002  728x10° 0,006 006 1,28x10
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APENDICE E - Fotos

Figura 1. Sequéncia de fotos mostrando os processos de SFacf® de fase solida) em
laboratério A) Condicionamento dos cartuch®);Retencéo dos analitos das solu¢des-teste
nos cartucho<t) Eluicdo dos analitos dos cartuchbB$Evaporacdo com nitrogénio (Fotos:
Adrislaine S. Mansano, 2016).
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Figura 2. Vista geral de um cultivo da aldg@aphidocelis subcapitatam laboratorioA)
Inéculos-estoque das algas mantidos em meio ChiBYZPré-inéculo dos testes de
toxicidade cultivados em meio LC Olig&) Imagem do organismo-tesiaphidocelis
subcapitatgFotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 3. Vista geral de um cultivo do protozoaf@aramecium caudatumm laboratorio.
A) Meio de cultivo: agua mineral MinalBaestéril suplementado com a bactéria
Enterobacter aerogengB) Tubo de ensaio contendo agar inclinado (2%), urn dedarroz
com casca estéril e meio de culti@);Imagem do organismo-teddaramecium caudatum
(Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 4. Vista geral de um cultivo do cladécriodaphnia silvestriem laboratérioA
Cultivo da algaRaphidocelis subcapitatatilizada como alimento para o cladoceB);
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Béquer de 2L com meio agua reconstituidajmagem do organismo-tesBeriodaphnia
silvestrii (Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 5. Vista geral do teste de toxicidade aguda utilibaodprotozoaridParamecium
caudatumcomo organismo-teste. Os experimentos foram reklza&m vidros de relogio
sustentados individualmente dentro de placas de (A¢te mantidos em incubadora com
temperatura controlada a 25 %1 sem adicao de al imento e na auséncia d@@Eotos:
Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 6. Fotografias em microscoépio otico ilustrando oste$ede toxicidade aguda dos
agrotoxicos diuron e carbofuran sobre o protozo@ammecium caudatumCeélulas sem
movimento ciliar(A), deformadagB e C) ou lisadagD) foram consideradas individuos
mortos nos testes de toxicidade aguda (Fotos: ladresS. Mansano, 2016).
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Figura 7. Vista geral do teste de toxicidade crbnica utild& o protozoari®®aramecium
caudatumcomo organismo-teste. Os experimentos foram reflgza@m tubos de ensaio
contendo 5 mL de solucao-teste, 1 gréo de arrozaasoa estéril e 50 protozoaridy e
mantidos em incubadora com temperatura control&%4aC e fotoperiodo de 12 h luz:
12 h escur@B) (Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 8. Vista geral do teste de toxicidade aguda utilipandclad6cerdCeriodaphnia
silvestrii como organismo-testeOs experimentos foram realizados em copos de
polipropileno ndo-toxicos contendo 10 mL de soldigibe e cinco neonatos em cada réplica
(A) e mantidos em incubadora com temperatura conacda@5 + 1C, sem adicédo de
alimento e na auséncia de [{[®) (Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).
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Figura 9. Vista geral do teste de toxicidade crbnica utilta o cladocer@eriodaphnia
silvestrii como organismo-testeOs experimentos foram realizados em copos de
polipropileno néo-toxicos contendo 15 mL de soldiEgie e um neonato em cada réplica
(A) e mantidos em incubadora com temperatura cona@a?b + IC e fotoperiodo de 12

h luz: 12 h escur(B) (Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).

Figura 10. Vista geral do teste de toxicidade crbnica utilda a algaRaphidocelis
subcapitatacomo organismo-teste. Os experimentos foram ez em frasco Erlenmeyer
de vidro de 250 mL de capacidade contendo 100 ndoliggdo-teste e foram mantidos sob
iluminagéo continua (4306 lux), temperatura coattala 25 + 1°C e agitacdo manual trés
vezes ao digA). A manipulagéo dos frascos-teste foi realizadaeswendentro da camara
de fluxo laminar para garantir condicdes asséptcasitar contaminacdo no testB)
(Fotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).
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Figura 11. Vista geral do teste de toxicidade de misturdzatido a algaRaphidocelis
subcapitatacomo organismo-testéd) Frascos-teste no inicio do experimer@d;Frascos-
teste apds 96 horas de exposicdo as misturas dagsostos;C) Frascos-teste dentro da
camara de fluxo laminar para retirada de sub-am®§Eotos: Adrislaine S. Mansano, 2016).
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Figura 12. Andalises em citometria de fluxé) Citbmetro de fluxo FACSCaIiburTBEéton
Dickinson);B) Imagem do resultado da contagem automatica ds aljamla com goftware
BD CellQuest Pro 6 (Fotos: Adrislaine S. Mansarti,6).



