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RESUMO

Desde 2008, o Brasil ocupa a posicédo de maior consumidor de agrotéxicos do
mundo. Em 2001 o grupo dos agrotoxicos mais usados foi o grupo dos inseticidas. O
Carbofurano € um inseticida carbamato sistémico de amplo espectro, utilizado em
todo o mundo. O Carbofurano possui meia vida no meio ambiente relativamente
curta e sendo relativamente estavel em condi¢cdes neutras ou acidas. Ele possui
baixa tendéncia a volatilizar e € altamente movel no solo, podendo lixiviar para
aguas subterraneas e cursos d’agua. O Carbofurano inibe a colinesterase,
estimulando o sistema nervoso e causa efeitos cancerigenos, teratogénicos e
genotoxicos. Estresses fisicos como a mudanca de temperatura podem afetar a
susceptibilidade dos organismos a quimicos, alterando a toxicodindmica da
interacdo quimica com 0 organismo, a toxicocinética, o metabolismo e estado
fisiologico dos mesmos. As mudancas climaticas e o aquecimento global causados
pela emissdo de gases de efeito estufa, representam estressores que afetam a
ocorréncia de espécies levando a reducao da biodiversidade. Acredita-se 0 aumento
de 1,5-2,5°C nas temperaturas médias globais aumentam em 20-30% o risco de
extincdo de espécies e estudos indicam que um aumento na escala de 3°C é
passivel de ocorrer até o ano de 2100. Para a liberacdo e avaliacdo dos efeitos
ambientais de agrotéxicos, sdo geralmente exigidos testes de toxicidade e o
monitoramento através da avaliacdo ecotoxicologica € recomendado por diversos
autores. Ceriodaphnia dubia é um microcrustaceos zooplancténico muito utilizado
como bioindicador, séo filtradores, vivem em agua doce e ocupam uma posi¢cao
chave na cadeia alimentar. Dentre os fatores ambientais que influenciam as
comunidades zooplanctbnicas, a temperatura altera o ciclo de vida de muitos
organismos, podendo modificar a taxa de reproducdo e de filtracdo de varias
espécies. Alteracdes nestes fatores podem influenciar a toxicidade de contaminantes
para bioindicadores planctonicos. Diversos estudos encontraram relagcdo entre o
aumento da temperatura e o aumento da sensibilidade dos organismos e,
consequentemente, da toxicidade dos contaminantes quimicos. No entanto, esta
toxicidade depende do contaminante testado. Nao foram encontrados estudos sobre
a avaliacdo do efeito combinado de Carbofurano e Temperatura sobre Ceriodaphnia
dubia. O presente estudo visa avaliar este efeito combinado. Os resultados deste
estudo, corroboraram com os de outros estudos, demostrando que temperaturas
fora da faixa 6tima influenciam a reproducdo, desenvolvimento e alimentacao de C.
dubia, assim como influenciam negativamente na sensibilidade do organismo ao
Carbofurano. Este efeito ndo pode ser observado apenas através de testes agudos,
no entanto, os testes cronicos possibilitaram a observacdo do efeito combinado.
Independente da temperatura, os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que as CLsp estdo em concentragdes inferiores as encontradas em
ambientes naturais no Brasil e as estabelecidas pela OMS como padrdo. Assim,
conclui-se que os testes crbnicos podem ser ferramentas interessantes para
aplicacéo e uso rotineiro por agéncias ambientais. Esta avaliacdo deve ser realizada
de acordo com as caracteristicas ambientais locais e estes fatores devem ser
levados em consideracdo durante a compilacdo de legislacdes, ja que legislacdes
nacionais podem néo ser suficientes para evitar impactos a nivel local.

Palavras Chave: Carbofurano, variacéao térmica, Ceriodaphnia dubia e toxicidade.



ABSTRACT

Since 2008, Brazil is the largest consumer of pesticides in the world. In 2011
insecticides were the most used group of pesticides. Carbofuran is a systemic,
carbamate insecticide of broad spectrum useds worldwide. Carbofuran has a
relatively short half-life in the environment and is relatively estable under neutral or
acid conditions. It also has low tendency to volatilize, is highly mobile in soil and may
reach groundwaters and aquatic environments. Carbofuran inhibits cholinesterase,
stimulates the nervous system and causes carcinogenic, teratogenic and genotoxic
effects. Physical stresses such as temperature change may affect the susceptibility of
organisms to chemicals by changing the toxicodynamics, toxicokinetics, chemical
interaction with the body, metabolism and physiological state of organisms. Climate
change and global warming caused by the emission of greenhouse gases are
stressors that affect the occurrence of species reducing biodiversity. It is believed
that an increase of 1,5-2,5°C in the global average temperatures will increase the
risk of extinction of species by 20-30% and studies indicate that an increase in the
range of 30C is likely to occur by the year 2100. Toxicity tests and monitoring
through ecotoxicological evaluation are often required and recommended by several
authors for agricultural use approval and evaluation of the environmental effects of
pesticides. Ceriodaphnia dubia is a zooplanktonic microcrustacean widely used as
bioindicator. They are filter feeders, live in fresh water and occupy a key position in
the food chain. Temperature changes affect the life cycle of many organisms, may
modify the reproductive and filtration rates of many species, being one of the
environmental factors that have more influence on zooplankton communities.
Changes in these factors can alter the toxicity of contaminants to planktonic
bioindicators. Several studies have found a relationship between increased
temperature and increased sensitivity of organisms to chemical contaminants.
However, this change in toxicity depends on the tested contaminant. No studies
assessing the combined effect of temperature and Carbofuran on C. dubia have
beenfound and the present study aims to evaluate this combined effect. The results
of this study corroborate those of other studies, showing that temperatures outside
the optimum range influences reproduction, development and feeding of C. dubia as
well as negatively influences the sensitivity to Carbofuran. This combined effects
cannot be observed only by acute tests but can be clearly observed on chronic
testes. The results obtained in this study demonstrate that, independent of
temperature, acute toxicity of Carbofuran to C. dubia is observed at concentrations
below those found in natural environments in Brazil and established by WHO as
standard. Thereby, it is concluded that chronic tests are interesting tools for
application and routine use by environmental agencies. This evaluation shall be
conducted in accordance with local environmental characteristics and these factors
must be taken into account during the compilation of laws, since national legislation
may not be sufficient to avoid local impacts.

Key Words: Carbofuran, thermal variation, Ceriodaphnia dubia, toxicity.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - CARBOFURANO

Agrotoxicos sdo substancias amplamente utilizadas nas atuais préticas
agricolas® com o objetivo de matar ou controlar animais e plantas para aumentar a
producdo. Entender os efeitos biologicos agudos destes produtos sobre os
organismos-alvos é de extrema importancia?, mas devido aos seus efeitos toxicos
em organismos nao-alvos, a maioria dos agrotdxicos pode ser gravemente
prejudicial aos ecossistemas’. Assim, ha consideravel interesse e importancia no
estudo de seus efeitos agudos (letais) e crénicos (subletais), em organismos néao-
alvos, incluindo humanos?.

Em todo o mundo ocorrem mais de 26 milhdes de intoxicacdes por
agrotéxicos em humanos, com cerca de 220.000 mortes por ano®. Além de causar a
morte, eles também podem induzir varias doencas, como incidéncia de doencas
mentais, malformacdes, alteracdes na reproducdo humana e cancer®*°. As
intoxicacdes podem ser agudas ou cronicas e ocorrer por exposicao ocupacional
durante a aplicacdo agricola ou pelo consumo de alimentos contaminados por altas
concentracdes desta classe de compostos quimicos>®.

O consumo de agrotéxicos vem crescendo significativamente de 1960 a
2005°. Ao longo dos anos 1990, a venda global permaneceu relativamente
constante, entre 270 e 300 bilhdes de ddélares, dos quais 79% foram destinados ao
consumo de inseticidas. Mundialmente, 4,6 milhées de toneladas de agrotoxicos sao
anualmente pulverizados no meio ambiente.

Aplicagdes agricolas de agrotoxicos, feitas de forma incorreta, podem resultar
na contaminacdo de ambientes terrestres e aquaticos, a pulverizagdo acidental,
apresenta um risco menor, porém a lixiviagdo e escoamento de agua das areas
tratadas apresentam um risco mais grave'. Do total de pesticidas aplicados, apenas
1% realmente atua no controle de organismos considerados pragas, o restante fica
disponivel no solo, corpos hidricos e atmosfera, podendo ser absorvidos por
praticamente todos os organismos®.

O movimento e a persisténcia de agrotoxicos no sistema hidrologico também

sao afetados pela separacao e transformacéo nos tecidos da biota aquatica. Eles se
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acumulam na biota aquatica passivamente através da agua ou por ingestao de
sedimentos ou outros organismos contaminados®.

O Brasil esta entre os paises que mais consomem agrotoxicos no mundo® e
de acordo com os dados do Sindicato das IndUstrias de Defensivos Agricolas’,
986.500 toneladas de agrotoxicos foram consumidas em 2008 e mais de um milh&o
de toneladas em 2009 (equivalente a 5,2 kg de produtos agrotoxicos por ano por
brasileiro ou 16 litros por hectare cultivavel). Ainda segundo o SINDAG’ as vendas
em 2011 foram recordes (US$ 8,5 Bilhdes) tendo um aumento de 11% em relagéo a
2010. Entre as classes de pesticidas, o consumo de herbicidas caiu de 50 (anos
2000) para 33 % em 2011, além deste, o consumo de fungicidas foi de 27%
tornando os inseticidas o grupo de pesticidas mais consumidos em 2011
apresentando um consumo de 40%.

Os inseticidas atuam como venenos fisicos, protoplasmaticos, no estémago,
como inibidores metabolicos, neurotoxinas ou mimetizando horménios®. Dentre
esses, 0 Carbofurano € um inseticida muito utilizado em plantacdes agricolas tais
como alfafa, morangos, uvas, soja, trigo, amendoim, arroz, cana de acucar, e

especialmente o milho®91%1112.13

, com o objetivo de controlar o solo e o sistema
foliar contra a alimentacdo de pragas insetos.

O Carbofurano (2,3-di-hidro-2, 2-dimetilbenzofurano-7-ilo) (Figura 1) é um
inseticida, nematicida e acaricida, carbamato sistémico de amplo espectro, que vem
sendo utilizado em todo o mundo. Juntamente com outros carbamatos, inseticidas
organofosforados e piretréides, o Carbofurano € um dos substitutos principais de
agrotéxicos mais persistentes, tais como DDT**, devido, principalmente, a sua baixa
persisténcia no meio ambiente®**,

Em 1974, a utilizacdo de Carbofurano doméstico superou 3,2 milhées de Kg
(7 milndes de libras) de ingredientes ativos, a maioria dos quais foram aplicados
para o controle de pragas de milho'**3. Segundo o relatério de uso de agrotéxicos
do Departamento de Regulacdo de Agrotoxicos, mais de 130.000 Kg de ingredientes
ativos foram usados na Califérnia, em 1999 e novamente em 2000. Como resultado
do seu uso generalizado, o Carbofurano foi detectado em aguas superficiais, chuva,

solos, ar, alimentos e animais selvagens®*>%%’,
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CH;

CH;

Figura 1: Estrutura quimica do Carbofurano.

O Carbofurano é formulado como um po solivel em agua ou na forma liquida.
Enquanto puro, ele é um soélido branco cristalino, inodoro até levemente aromatico™®
gue possui as propriedades fisico-quimicas expressas na Tabela 1. Ele é aplicado
sob a forma granular ou pulverizado, embora a forma granular esteja atualmente
limitada nos EUA, pois em 1991 a EPA e a FMX Corporation (fabricante do produto)
concordaram em proibir a forma granular deste produto quimico, devido a toxicidade
desta forma para as aves™.

A Meia vida no corpo de animais (tempo que vela ate que metade do
composto seja metabolizada e excretada do organismo)® é relativamente rapida e
os residuos terminais produzidos sao polares e formados por processos quimicos
normalmente considerados como passos de desintoxicacdo metabélica’®. A meia
vida do Carbofurano no meio ambiente (tempo que leva até metade do composto ser
degradada)® é considerada como relativamente curta. Embora Mora et al. (1996)*
tenham encontrado uma meia-vida para o Carbofurano em suspensdes de solo em
agua de 1-2 dias, a sua meia-vida na maioria dos tipos de solo é geralmente
indicada como por volta ou menor de 60 dias™*. Por outro lado, Yen et al. (1997)%
em um estudo em laboratorio tenham encontrado uma meia-vida de Carbofurano em
solo lodoso, de barro ou argila (pH 6,7; matéria organica 2,9%) de 105 dias e de 35
dias a 15°C e 35°C, respectivamente?. Em solos, a biodegradacao do Carbofurano

€ ativada por populacfes bacterianas e sua meia-vida na atmosfera € de 4,6 horas™.
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Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do Carbofurano (Modificado de Rubin, 2006)*%. C-org:

Carbono organico.

Parametro

Propriedade

Peso Molecular

Formula molecular

Ponto de Fuséo

Solubilidade em agua

Pressao de vapor

Coeficiente de particdo octanol-agua (Koy)
Lei de constancia de Henry

221,26
C12H15NC)3
150-152°C

351.000 pgL™ (25°C)
6 x 107" mmHg (25°C)
17-26

3,9 x 10”° atm m®mol

Meia vida por hidrélise (dias) 27,7 (pH 7 25°C), 2,73 (pH 8 25°C), 0,54 (pH 9 25°C)
7,95 x 10° (pH 7 28°C)

138 (pH 5,7 27°C arenoso, 2,1% C-org, 21%
umidade)

22 (pH 5,7 25°C arenoso, 2,1% C-org, 21% umidade)
30 (pH 5,7 25°C arenoso, 2,1% C-org, 21% umidade)
13 (pH 7,3 arenoso, 38% C-org)

Coeficiente de adsorcao (Koc) 22

Meia vida por fotélise em agua (dias)
Meia vida por fotélise em solo (dias)

Degradacéo aerdbica (dias)
Degradacéo anaerobica (dias)
Dissipacéo no campo (dias)

O Carbofurano é relativamente estavel em condi¢cées neutras ou acidas, mas
degrada-se (hidrolisa) rapidamente em meios alcalinos. E solivel em concentra¢des
de até 700.000 pgL' em A&gua em temperaturas superiores a 25°C e em
concentracdes menores que 30.000 pgLem varios solventes organicos. Degrada-se
a mais de 130°C*3 e tem uma baixa tendéncia a volatilizar.

A hidrélise é a principal via de degradacdo do Carbofurano em agua e
sedimento e a taxa de hidrélise aumenta com o aumento do pH?*#2%2,

A fotélise de Carbofurano é uma via de degradacdo de menor importancia.
Bachman & Patterson (1999)?® sugeriram que a taxa de fotdlise deste pesticida
diminui com quantidades crescentes de matéria organica dissolvida (MOD).
Entretanto, estudos indicam que a degradacdo microbiana € uma importante via de
degradacdo do Carbofurano em solos neutros. Ha um consenso geral, entre 0s
pesquisadores, de que sua aplicacdo repetida em solos pode resultar em um

29,30,31

aumento da degradagao microbiana , pois a populagdo microbiana exposta

seria selecionada e, assim, aqueles que restariam e se desenvolveriam melhor
seriam os individuos com capacidade de catabolizar o produto quimico>2.
A oxidacao e volatilizacdo sdo geralmente consideradas vias de dissipacao

25,32,33,34

insignificantes para Carbofurano, em agua No entanto, as taxas de
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volatilizacdo de Carbofurano se tornam mais rapidas em solos inundados, devido a
co-evaporacdo com a agua sobre a superficie do solo®.

O processo de lixiviacdo, que corresponde ao movimento fisico de um
agrotoxico no solo, carreado pela agua, é influenciado pelas propriedades fisicas do
solo (textura e permeabilidade), fluxo hidraulico e adsor¢cdo da substancia as
particulas do solo*. Este processo depende principalmente do K, da substancia, do

teor de argila e matéria organica do solo>*%.

O Carbofurano possui elevada
solubilidade em &gua (351.000 pgL™ a 25°C) e baixo coeficiente de adsorcdo (Koc
22). Além do baixo Ko, 0 Carbofurano é um composto nao ibnico, logo apresenta
baixa reatividade com o solo e, consequentemente, relativa mobilidade neste meio®*,
além de escoamento superficial. Consequentemente, o Carbofurano tem o potencial
de contaminar lagos, rios e aguas subterraneas. O Carbofurano adsorve em solos
argilosos e que contenham matéria organica em maior quantidade do que em solos
arenosos®’*®. De acordo com Johnson & Lavy (1995)*°, espera-se que haja uma
particdo de Carbofurano para a agua, a partir do solo, imediatamente apos a
aplicacado granular no solo. A taxa de degradacdo no solo também é fortemente
afetada pela temperatura?. O Carbofurano é altamente mével no solo e pode,
portanto, lixiviar para aguas subterraneas e cursos d’agua“®, onde nao se liga a
sedimentos ou particulas em suspens&o e ndo bioacumula®. Sua alta solubilidade e
baixa adsorgéo constituem uma ameaca para aguas superficiais naturais™*.
Farmacologicamente, o efeito especifico e a toxicodinamica (A toxicodinamica
€ a relacdo entre a concentracdo da substancia e seu efeito no organismo através
do tempo)* do Carbofurano é a inibicdo da colinesterase, causando o actimulo de
acetilcolina nas sinapses nervosas® e resultando na estimulagdo dos sistemas
centrais, parassimpatico e soméatico motores'® e em sinapses nervosas do sistema
nervoso central’. Os efeitos toxicos agudos clinicos resultantes da exposicdo ao
Carbofurano em animais e seres humanos parecem ser completamente reversiveis e
vem sendo tratados com sucesso com sulfato de atropina. No entanto, o tratamento
deve ocorrer o mais rapidamente possivel apds a exposicéo, pois a toxicidade aguda
pode ser fatal. Individuos mais jovens de varias espécies sdo mais susceptiveis do
que os adultos™'®. O Carbofurano possui efeitos cancerigenos, teratogénicos e
genotoxicos, ele atravessa a barreira placentaria e produz consequéncias graves™*3.
O Carbofurano rompe com enzimas do metabolismo lipidico em peixes, e sua

CLso variou entre 1.300 e 1.420 pgL™ 3. Como referéncia na Tabela 2 sdo
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apresentadas as ClLsp para varias espécies. Ao se comparar varias espécies de
organismos aquaticos, os vermes marinhos pareceram ser oS mais sensiveis ao
pesticida, enquanto os peixes os mais resistentes’. Entre as espécies terrestres, as
abelhas sédo extremamente sensiveis ao Carbofurano e as minhocas também séo
susceptiveis, além disso, a mortalidade de minhocas pode resultar em um aumento
da probabilidade de envenenamento secundario de varias espécies®. O
Carbofurano esta frequentemente envolvido no envenenamento de animais® ***4. Ja
foram relatados numerosos casos de mortes de aves, devido a ingestdo direta na
forma granular, apos aplicacbes em campos. Aparentemente, esta forma €
confundida com grdos de alimentos pelas aves e além da ingestdo direta, o
envenenamento secundario (intoxicacdo resultante da ingestdo de insetos
envenenados e pequenos passaros) também tem sido relatado®. Deve-se atentar
para o fato que a forma liquida € t&o toxica para as aves quanto a granular, porém, a
exposicdo a esta forma & menos provavel. Em vista disso, a avaliagdo de risco
ecoldgico para Carbofurano tem sido focada principalmente na forma liquida, pois &
a formulag&o mais usada do produto®.

O estresse fisico pode afetar a susceptibilidade dos organismos ao impacto
quimico, alterando a toxicodinamica (Interacdo de substancias quimicas com sitios
especificos do organismo gerando alteracdes funcionais, morfologicas e
bioquimicas) da interacdo quimica com o organismo’. Assim, mesmo em taxas
recomendadas de aplicacdo, o Carbofurano foi considerado responsavel pela morte

esporadica de peixes, animais, insetos e invertebrados terrestres e aquaticos™.

Tabela 2: Sensibilidade de bioindicadores a concentracdes agudas de Carbofurano.

) Grupo ) s a
Ambiente o Organismo Sensibilidade Referéncia
Biolbgico
Apis sp. DLso 0,16 pg/abelha =
Terrestre Invertebrados . 13
Lumbricus herculeus 5h-CLso 500 pgL”
Vertebrados Colinus virgianus DLso 5.000 pg/kg o
Ceriodaphnia dubia ~ 48h-CLsg 2,6 ugL™ i
Moina Micrura 48h-CLsg 6,96 pg L™ 8
Invertebrados
o . 48h-CLs 86,1 ug L™ ®
Aquatico Daphnia magna 1 1
48h-CLso 18,7 ug L
Lepomis macrochirus ~ 96h-CLgo 240 pgL™ i
Peixes 13

Salmo gairdneri 96h-CLs, 380 pgL™
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A Organizacdo Mundial da Satde (OMS)* estabelece 7,0 pgL™ como padréo
de tolerancia para Carbofurano em &gua potavel*’. No entanto, segundo
Golombieski et al. (2007)**, este inseticida foi detectado na lavoura de arroz em
concentracdes de 22 pgL™; 13 pgL™; 25 pgL™ e 14,4 ugL™. No monitoramento da
qualidade da 4gua em bacias hidrograficas de Santa Catarina, foram detectados
valores de 23,97 e 122,1 pg L™ de Carbofurano®.

Ambientes aquaticos abrigam uma variada biota, que inclui organismos de
varios niveis troficos, além de organismos que dependem deste meio para completar
parte de seu ciclo, ou apenas para hidratacdo ou alimentacdo®:. A contaminac&o
destes ambientes vem aumentando ao longo dos anos, tendo em vista que estes
ambientes sdo o destino final de uma variada gama de substancias toxicas naturais
ou antropogénicas®>>3.

Dentre as fontes de contaminacdo aquética, encontra-se a agricultura, que
além de consumir grande volume de agua através da irrigacdo, ainda torna-se fonte
de fertilizantes e pesticidas que, apds serem aplicados nas plantacdes, alcangcam 0s
meios aquéticos através de infiltracéo no solo ou lixiviagao®?.

Devido a utilizagdo em larga escala, o aumento das concentracfes de
pesticidas em ambientes aquaticos vem aumentando®*>**>. A contaminacéo por
pesticidas € um problema ambiental, que tem atraido a atencdo do meio

52,54,56

cientifico , J& que ainda ha necessidade de mais estudos para entender o0s

impactos destes produtos nos ecossistemas aquaticos®>’.

O monitoramento de agrotoxicos vem sendo feito com base em analises
quimicas de pesticidas individuais em amostras. Estas analises permitem determinar
a concentracao destes pesticidas e seus metabodlitos na amostra coletada, porém,
nao revelam as complexas interacdes existentes. Testes ecotoxicolégicos podem
auxiliar no levantamento destas informacgfes ao integrarem o efeito bioldégico de
todos os compostos presentes em uma amostra e podem fornecer informacdes

sobre biodisponibilidade, sinergismo e/ou antagonismo através de seus resultados?®.
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1.2 - TOXICOLOGIA

A toxicologia € uma ciéncia multidisciplinar que conta com a colaboracdo de
varias outras ciéncias, como: a medicina forense, toxicologia clinica, farméacia e
farmacologia, satde publica e a higiene industrial. A toxicologia também contribui de
forma importante para a medicina veterinaria e para o desenvolvimento e uso seguro
de agrotéxicos. Além disso, a toxicologia tornou-se cada vez mais importante nos
Gltimos anos para estudos ambientais®®, j& que as analises fisico-quimicas, apesar
de determinarem a concentragdo de uma substancia na agua, ndo permitem gerar
informacdes sobre os efeitos destas substancias sobre a biota®.

A Toxicologia € o estudo da interacdo entre substancias quimicas e o0s
organismos vivos, com o0 objetivo de prever niveis de exposi¢cdo seguros, além de
auxiliar no desenvolvimento de tratamentos para os casos de superexposicdo a
substancias potencialmente téxicas. Para determinar quais niveis de uma substancia
ou misturas de substancias podem causar danos, seus efeitos e modos de acéo, 0s

toxicologistas realizam testes de toxicidade®>>%®°

gue podem ser realizados in vitro,
com animais e, em alguns casos, humanos®. As avaliagbes de seguranca
estabelecem uma margem de seguranca para compensar diferencas entre a
susceptibilidade e a resposta entre os individuos. Assim, a toxicologia ajuda a
manter a qualidade de vida relacionada ao uso adequado de produtos quimicos,
fazendo com que o uso responsavel e ético de animais em pesquisa seja hecessario
para proteger a salide humana e animal e para salvaguardar o meio ambiente®’.

O estudo da toxicologia serve a sociedade de muitas maneiras, ndo sé para
proteger seres humanos e o ambiente contra efeitos deletérios de substancias
toxicas, mas também para facilitar o desenvolvimento de agentes toxicos mais
seletivos, tais como agrotéxicos.

A toxicidade (efeito toxico) pode ser aguda (concentracdo capaz de causar
um efeito de letalidade ou imobilidade em metade da populacdo, em exposi¢ao Unica
por um curto periodo de tempo, expressa em concentracdo letal — CLsp ou
concentracéo efetiva CEsp, em um periodo curto de tempo, que em geral é de 24-48
horas) ou crénica (exposi¢do por um grande periodo de tempo — na totalidade ou em
grande parte do ciclo de vida da espécie, capaz de determinar efeitos subletais
alterando as fungdes biolégicas como reproducdo, crescimento e comportamento).

No caso de efeitos cronicos, sao utilizadas: Concentracéo de Inibicdo (Cly) — aquela
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gue causa a inibicdo na porcentagem escolhida nos parametros analisados em
relacdo ao controle - Concentracdo de Efeito Nao Observado (CENO) -
concentracdo mais alta onde o efeito ainda ndo produz resposta e que pode ser
considerado o limite de n&do-reacdo do organismo ao agente estressor — e
Concentracdo de Efeito Observado (CEO) — a menor concentragdo que produz
efeitg®*°900:626364 ~ A gysceptibilidade do organismo pode variar de acordo com o
orgao afetado, com a idade, genética, sexo, dieta, condic¢des fisiologicas, estado de
saude de um organismo, individuos, populacdes ou espécies. Na avaliacdo da
toxicidade, os testes crénicos complementam os testes agudos, tendo em vista que
€ possivel observar efeitos fisiolégicos e na reproducdo dos organismos em
concentracdes inferiores aquelas que causam a mortalidade em curto prazo®. Além
disso, a interacdo entre diferentes tipos de impactos pode causar efeitos sinérgicos
(que se somam), antagonicos (que se anulam) ou ndo causar alteracao, e este tipo
de resposta s6 pode ser obtida através de testes de toxicidade®.

As vias de exposicdo a substancias téxicas podem ser por ingestao
intencional, exposicdo ocupacional, ambiental ou acidental. A toxicidade de uma
substancia pode variar de acordo com a forma de exposicdo, as rotas de
metabolismo, tanto de desintoxicagcdo quanto de ativacdo, causando desfechos
téxicos diferentes®®.

A toxicologia contribui com ferramentas para o monitoramento (avaliacdo da
qualidade e volume da &gua, continua ou periddica, com o objetivo de controlar a

qualidade do corpo de agua)®*®

através da medicdo dos produtos quimicos em
amostras bioldgicas e dos efeitos causados pelos mesmos nos organismos. Isso é
permitido através das respostas encontradas em organismos, sejam elas
comportamentais, de densidade populacional ou alteracbes de biomarcadores.
Assim, a toxicologia é claramente uma ciéncia aplicada, dedicada a melhoria da
qualidade de vida e da protecdo do meio ambiente.

A toxicologia ambiental € basicamente o estudo do movimento e impacto de
substancias toxicas e seus metabdlitos no ambiente, na cadeia trofica e sobre o
funcionamento de sistemas bioldgicos. Os sistemas biologicos incluem qualquer
organismo vivo e seu habitat, ja que um dos maiores problemas das ameacas
ambientais é a perda de biodiversidade®®.

A saude ambiental compreende os aspectos da saude humana, incluindo a

qualidade de vida, que é determinada por fatores fisicos, biolégicos, sociais e
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psicossociais no ambiente. Também se refere a avaliagdo, correcdo e prevencédo de
fatores ambientais que podem causar potenciais efeitos adversos a saude das
geracdes presentes e futuras. Assim as preocupacdes com os efeitos ambientais da
liberacdo do comércio agricola, levaram a uma série de estudos nos ultimos anos
fazendo com que a toxicologia venha se expandindo substancialmente nas ultimas
décadas®.

Para a liberacdo de agrotéxicos e avaliacdo de seus efeitos ambientais, sao
geralmente exigidos testes de toxicidade (ensaios que objetivam a determinacéo de
efeitos prejudiciais que possam ser causados por agentes fisicos ou quimicos a
diversos organismos) * com invertebrados aquaticos®>°%°7%8,

Para tais ensaios, existem protocolos padronizados desenvolvidos por
instituicées reguladoras como United States Environmental Protection Agency (EPA)
que visa a protecdo ambiental e da saude humana, influenciando inclusive na
legislacdo americana; Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) gue visa 0 monitoramento continuo de eventos em paises, geram diretrizes
sobre governanca ou praticas ambientais, com o objetivo de promover o
desenvolvimento econdmico dos paises, levando em conta as implicacdes
ambientais no desenvolvimento econdmico e social e Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) que visa fornecer a base necessaria para o
desenvolvimento tecnoldgico brasileiro.

Uma subérea da toxicologia ambiental é a ecotoxicologia, que avalia impactos
de contaminantes sobre populacdes, organismos Vivos O0u ecossistemas,
considerando a influéncia de fatores ambientais®®®. A ecotoxicologia permite assim,
a avaliacdo indireta de substancias em niveis abaixo dos limites de deteccbes das

6370 & avaliar a influéncia destes contaminantes em

metodologias de analise quimica
conjunto com outros fatores que possam interferir sinergicamente no efeito
ambiental®®. Assim, os ensaios ecotoxicolégicos com bioindicadores podem gerar
uma avaliacdo segura do potencial téxico de substancias e meios contaminados,
possibilitando a avaliacdo indireta de riscos ambientais. Com isto tornam-se uma
Otima ferramenta para auxiliar na tomada de decisdes relacionadas a preservagao

|63

ambiental®®. A importancia da avaliagdo ecotoxicoldgica, baseia-se principalmente

no fato de os organismos apresentarem uma resposta de qualidade e, tendo em

vista que o objetivo da monitoracdo € manter uma biota saudavel, torna-se mais

apropriado o biomonitoramento do que apenas o monitoramento de fatores fisico-
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63,71

quimicos Devido a estes fatores, o monitoramento através da avaliagdo

ecotoxicolégica é recomendado por diversos autores®® %7374,

Dentre os critérios de selecdo de um organismo-teste encontram-se: a ampla
distribuicdo e abundancia dos organismos-teste no ambiente, a facilidade de cultivo
do organismo em ambiente laboratorial, as informacées e descricbes sobre a
biologia da espécie e a sensibilidade a uma gama de substancias além de ser um
bom representante da cadeia alimentar e possuir estabilidade génica®°",

Entre os bioindicadores mais utilizados encontramos algas unicelulares,
espécies de microcrustaceos, como por exemplo, Ceriodaphnia dubia, e peixes®**°.
O grupo zooplancténico dos Dafinideos estd entre os grupos que atendem a esses
critérios e apresenta normas e metodologias de cultivo e teste padronizadas em

varios paises.

1.3 — ORGANISMO-TESTE (Ceriodaphnia dubia)

Dafinideos sdo organismos zooplanctonicos utilizados em um grande ndmero
de publicacdes cientificas®*">"®"""87° Estes organismos s&o bons bioindicadores
para testes de toxicidade devido a sua sensibilidade a mudangcas ambientais,
tamanho reduzido, cultivo facil e barato e ciclo de vida curto. Eles permitem a
observacdo a olho nu, reproducdo por partenogénese, gerando clones
geneticamente idénticos e apresentam um grande numero de individuos durante
todo 0 ano°>">8081,

Muitos fatores abiodticos, como fotoperiodo, temperatura, salinidade, pH e
concentracdo de oxigénio, tem influéncia sobre as populacbes zooplanctbnicas
fazendo com que a mortalidade, reproducdo e crescimento populacional sejam
alterados 818283848586 'Aqsim uma alteragéo nestes fatores pode alterar a toxicidade
de contaminantes para bioindicadores plancténicos. Dentre os fatores ambientais
qgue influenciam as comunidades zooplancténicas, a temperatura altera o tempo de
geragdo e o ciclo de vida de muitos organismos, podendo modificar a taxa de
reproducdo e de filtracdo de varias espécies® 87888990
Dafinideos sdo organismos exotérmicos, ou seja, eles pertencem ao grupo

dos organismos cuja temperatura corpbérea é diretamente dependente da

temperatura ambiental®. Assim, a variacdo da temperatura ambiental tem grande
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influéncia sob o metabolismo destes organismos®. Com o aumento da temperatura,
aumentam-se os batimentos cardiacos, facilitam-se as reagdes enzimaticas e o
corpo produz mais ATP, que é utilizado como fonte de energia®. No entanto,
temperaturas extremamente altas (em torno de 40°C) podem causar a morte destes
organismos por deshaturacdo das enzimas que catalisam as reacdes quimicas
necesséarias para as funcbes metabdlicas. J& quando a temperatura diminui, as
reacdes passam a ocorrer em menor velocidade, reduzindo assim o ritmo cardiaco,
0 metabolismo destes organismos e aumentando o ciclo de vida®*®*°*. Khan & Khan
(2008)% determinaram que a elevacdo da temperatura aumenta a atividade das
Daphnias, a taxa de respiracao, os batimentos cardiacos e a demanda por alimento,
além de diminuir o tamanho e o peso dos mesmos devido a necessidade de atender
ao aumento do metabolismo.

Ceriodaphnia dubia®® (Crustacea, Cladocera, Daphniidae) (Figura 2) é um
organismo zooplanctbnico de agua doce, vulgarmente conhecido como pulga
d’agua. Seu corpo é ovalado, medindo entre 0,8 e 0,9 mm de comprimento e com 8
a 10 espinhos anais, apresenta ampla distribuicdo geografica, € filtrador (consumidor
primario), se alimentando predominantemente de algas unicelulares, bactérias e
detritos organicos. Como todos os claddceros sdo considerados presas universais e
por isso exercem um papel importante nas cadeias tréficas dos ecossistemas de
agua doce®>%%,

Seu ciclo de vida compreende as fases de ovo, jovem e adulto. Seu corpo é
coberto de um exoesqueleto, caracteristico de artrépodes, e a troca dos
exoesqueletos possibilita 0 seu crescimento e determina cada fase de seu ciclo de
vida. Durante a maior parte do ano, as populacbes destes organismos s&o
constituidas apenas por fémeas que se reproduzem por partenogénese gerando
clones geneticamente idénticos®>">%°%! Neste periodo eles podem gerar até 124
jovens em 28 dias a 24°C, sendo a primeira ninhada entre 3° e 5° dias de vida. Os
machos sdo gerados pelas fémeas com mais frequéncia na primavera ou sob
condicbes ambientais desfavoraveis. S&o haploides e se reproduzem
assexuadamente com as fémeas gerando ovos de resisténcia, e geneticamente
diferentes, chamados efipios®>®. Esses ovos normalmente entram em diapausa e
apenas eclodem quando o ambiente volta a se tornar favoravel®:%979%%9 Egtg

caracteristica é de extrema importancia para a manutencao da espécie.
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Sua presenca foi relatada em diversos locais pelo mundo incluindo lagos

litoraneos e pantanos, geralmente entre a vegetacdo'®

, tendo sido encontrados na
Oceania, Asia e Europa, sempre nas regibes mais quentes dos
ecossistemas'®192103104 - Biversos autores usam elou recomendam 25°C + 1°C
como a temperatura 6tima para 0 seu crescimento, desenvolvimento e reproducao,
aSSim como hos testes de toxicidade47,105,106,107,108,109,110,111,112,113,114,115,116,117,118,
119120121122 'Ng entanto, a norma da ABNT (2010)** (aplicada no presente estudo)

indica 23-27°C como a faixa de temperatura 6tima para C. dubia.

Figura 2: Ceriodaphnia dubia.

Diversos estudos vém avaliando o efeito da toxicidade de uma substéncia em

diferentes temperaturas e a grande maioria conclui que a toxicidade aumenta com o

52,123,124,125 124

aumento da temperatura , porem este efeito ndo foi sempre observado

1.4 - MUDANCAS CLIMATICAS E SEUS EFEITOS

As mudancas climéticas sdo uma das maiores preocupacdes da ciéncia do
século 21%. Estas mudancas podem se manifestar de véarias formas tais como pelas
através de mudangas na temperatura regional e global, mudancas nos padrbes de
chuva, a expansdo e contracdo das camadas de gelo e variacdes do nivel do mar*?°.
Ha fortes indicios que as emissGes de gases do efeito estufa pelos humanos ja

comecou a influenciar nosso clima'?**%.

Pesquisadores acreditam que, como
consequéncia desta situacdo, a Terra esteja se aquecendo mais rapidamente que
em qualquer outro periodo entre os Gltimos mil anos, no minimo*?*%. O relatério do

Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC), afirma que houve
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evidéncias claras de um aumento de 0,6°C na temperatura global durante o século
20°, O IPCC (2012)** também prevé um aumento de 1,4 a 5,8°C até 2100. Os
modelos mais sofisticados sugerem que o aquecimento global causara grandes
mudancas climaticas até o final do século 21, tornando menos previsiveis e
aumentando a ocorréncia de eventos climéaticos extremos, como tempestades,
enchentes e secas, e estas mudancas causarao efeitos potenciais em larga escala
sobre o ambiente natural, sociedades e economias humanas, incluindo regifes
costeiras, recursos hidricos saudaveis, agricultura e biodiversidade 126128129

Para a biodiversidade, um dos maiores efeitos seria a ameacga aos habitats
naturais, que sado de primordial importancia para as espécies que sao incapazes de
migrar em resposta as alteracdes climaticas, devido a sua localizacdo geografica ou

invasdo pela atividade humana'?®'?

Um estudo realizado por Thomas et al.
(2004)**° indica que, sob as condicdes previstas pelo IPCC, em 2050 um quarto de
todas as espécies pode ser extinto.

Como consequéncia da emissdo de gases de efeito estufa, as mudancas
climaticas e o aguecimento global representam estressores adicionais que afetam a
ocorréncia de espécies e, portanto, levam & reducdo da biodiversidade®?” 8,
Diversos autores apontam que 20 a 30% das espécies vegetais e animais estardo
em maior risco de extincdo se as temperaturas médias globais aumentarem entre
1,5 e 2,5°C*?"1?813L Diferentes cenarios preveem um aumento das temperaturas
médias globais entre 2,0 e 4,5°C até o ano de 2100, sendo que provavelmente este
aumento atinja a escala de 3°C*?’.

No entanto, os efeitos do aquecimento global devem ser discutidos em uma
escala menor, jA que estes efeitos podem ser diferenciados de acordo com o0s
ecossistemas e regides’?’. A temperatura afeta néo s6 a toxicocinética (processo de
interacdo de uma substancia e seus metabolitos com organismo, incluindo absorcéo,

42,132,133 4

distribuicdo, excrecdo e metabolismo) , mas o metabolismo™* e estado

fisiol6gico’®® de animais™?’.

Espécies zooplanctdnicas de agua doce estdo sujeitas a fatores bibticos e

abioticos'?***®. Dentre essas espécies, os cladéceros sdo um dos grupos que
respondem rapidamente & mudancas no ambiente'?*®’. Para os cladéceros'?*%,

0C122,139

cujas espécies tropicais se reproduzem em um intervalo de 20 a 35 a

temperatura é um dos fatores abidticos importantes por influenciar os processos
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biolégicos como crescimento, respiracdo, desenvolvimento, reproducao,
comportamento e sobrevivéncia dos organismos.

A temperatura afeta animais pecilotérmicos provavelmente mais do que
qualquer outro fator ambiental, pois estes organismos tem uma capacidade limitada
de manter a temperatura corporal em um nivel constante. Portanto, a temperatura
interna do animal, seu crescimento e desenvolvimento estdo intimamente ligados a
temperatura do ambiente®®®**2. A habilidade de um individuo ou populag&o de tolerar
flutuacBes na temperatura pode ser determinante na sobrevivéncia de organismos
sobre estresse térmico®. Assim, uma temperatura ambiental estressante, acima ou
abaixo da faixa limite de tolerancia do organismo, pode provocar o aumento da taxa
de mortalidade dos organismos ou outros efeitos cronicos que afetam seu fitness,

como tamanho, maturidade e taxas de alimentacado e reprodutiva®®92122:128.138.140.141,

142,143,144,145,146,147,148,149,150,151,152,153,154. A faixa de temperatura ideal para o
crescimento e desenvolvimento de um organismo varia de acordo com a espécie™”.

A concentracdo de oxigénio dissolvido na agua € reduzida com o aumento da
temperatura e da salinidade. Assim, além de aumentar metabolismo, um aumento da
temperatura pode diminuir a concentracdo de oxigénio disponivel na agua, no
momento em que 0S organismos mais precisam deste para apoiar sua atividade
metabdlica influenciada pela temperatura. Estes fatores podem causar estresse
osmoético e metabdlico sob organismos pecilotérmicos, o que pode torna-los mais
susceptiveis a outras pressdes ambientais, como poluentes quimicos ou patégenos
entre outros®.

Diversos estudos vém sendo focados no efeito da variacdo de temperatura

sobre 0s OrganiSmOng'122'127'128'132’144’154'155.

Alguns estudos avaliaram a
sobreposicdo dos efeitos causados pela temperatura e a sensibilidade a
contaminantes, baseando-se na interferéncia que o aumento da temperatura causa
na exposi¢cdo (mudanca na solubilidade do contaminante e redisponibilizacéo para a
coluna d’agua), absorgdo (mudanga no padrao e volume de alimentacdo do
organismo) e na sensibilidade do organismo (alterada diretamente pelo gasto
energético com a mudanca do metabolismo e com o0 estresse para compensar a

mudanca da temperatura)®?92124123.125.156

O efeito causado pela variacdo da
temperatura e outros fatores sobre a fisiologia da biota aquatica pode influenciar a

cadeia alimentar e todo o ecossistema®.
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Apesar de haver discordancia entre resultados de pesquisa, mais estudos
encontraram relacdo entre o aumento da temperatura e o aumento da sensibilidade
dos organismos e, logo, da toxicidade dos contaminantes quimicos®*12%124.125.144, 156
No entanto, outros ndo encontraram relacdo para todos os contaminantes
testados™®*. Cairns et al. (1975)*°" enfatizaram que esta diferenca na sensibilidade
com o0 aumento da temperatura € dependende do composto quimico em avaliagéo.

Apesar da maioria dos estudos tratar do impacto de um fator, como pesticida
ou temperatura, sobre a populacdo de cladoceros e alguns trabalhos avaliarem o
efeito combinado agudo sobre estes organismos, ndo foi encontrado nenhum estudo

gue tratasse do efeito combinado de temperatura e carbofurano sobre C. dubia.
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2 — JUSTIFICATIVA

O presente estudo se situa no campo da Saude Publica e na Subéarea de
Saneamento, por contemplar questdes de interesse de salde humana e ambiental.

A Legislacao Brasileira prevé que a agua é um bem de dominio publico e que
a gestdo dos recursos hidricos deve proporcionar 0os usos multiplos da agua. A
Resolugdo CONAMA 357 (2005)% proibe o langamento de efluentes em niveis que
possam colocar em risco os seres humanos e a biota de forma geral. Esta resolucéo
limita uma série de potenciais contaminantes no ambiente e se baseia amplamente
em parametros fisico-quimicos da agua, no entanto ndo sao eficientes para indicar o
impacto ambiental causado pelos poluentes, pois ndo demonstram os efeitos sobre
o ecossistema'®® e ndo d&o resposta sobre que tipo de agente quimico esta sendo
responsavel pela toxicidade. Para solucionar esta questdo, testes toxicologicos e
ecotoxicolégicos s&o indicados®® e sua importancia aumenta na proporcédo em que
cresce a complexidade das transformacées quimicas no meio ambiente®®. No
Brasil, a resolucdo CONAMA 430 (2011)%* indica o uso de testes toxicoldgicos e que
complementa a resolucdo CONAMA 357 (2005)%®° e determina as concentracdes
permitidas de diversos contaminantes em &agua, no entanto, ela ndo abrange o
pesticida Carbofurano. Assim o presente estudo pode contribuir com informacdes
que podem auxiliar a determinar os limites permitidos desta substancia em
ambientes aquaticos, além de fornecer elementos como subsidio para aplicacdo de
técnicas ecotoxicologicas para avaliacdo do impacto de multiplos estressores.

As mudancas climaticas e o aquecimento global representam estressores
adicionais que afetam a ocorréncia de espécies e, portanto, levam a reducdo da
biodiversidade'?®. Assim, a avaliacdo dos efeitos do aumento da temperatura e a
sobreposicdo deste com a sensibilizagdo de organismos por contaminantes
quimicos sdo de extrema importancia.

Dafinideos s&do organismos amplamente utilizados para testes
ecotoxicolégicos, com normas padronizadas para varias espécies, entre este grupo,
encontram-se 0s organismos da espécie Ceriodaphnia dubia (Cladocera), que estéo
entre 0s organismos menores e mais sensiveis do grupo. Estes organismos

apresentam cultura pré-estabelecida e validada no Laboratério de Avaliacdo e
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Promocgdo da Saude ambiental (IOC/FIOCRUZ) em comparagdo com outros
laboratérios padronizados.

O Carbofurano é um inseticida em reviséo pela ANVISA™, porém, nao foram
encontrados estudos que avaliassem o efeito deste contaminante em diferentes
temperaturas sobre o organismo aquatico Ceriodaphnia dubia. Ainda, com a
iminéncia das mudancas climéticas, principalmente em um pais extenso como o
Brasil, que abriga uma diversidade de ambientes e climas, a avaliacdo da resposta
de organismos em diferentes temperaturas torna-se importante ao avaliar os efeitos
toxicos deste agrotoxico.

Para tal avaliacdo, testes crbnicos sdo indicados jA que estes permitem
estimar as consequéncias a longo prazo, possibilitando a observacdo de efeitos
téxicos em baixas concentracdes®.

Segundo Khan & Khan (2008)%, Dafinideos possuem mecanismos
compensatorios para a variacdo de temperatura e devido a estes mecanismos, 0S
individuos deste grupo podem se tornar mais susceptiveis a outros estressores
ambientais (como por exemplo, poluentes quimicos)®, além da mudanca na
guantidade de ingestdo destes poluentes devido a esta modificagdo no
metabolismo®. A capacidade de tolerar os estresses ambientais agravados pode ser
seriamente comprometida, caso 0s efeitos combinados dos extressores sejam

92,157,161,162

aditivos ou sinérgicos , tornando necessaria a analise destes efeitos.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

O presente estudo visa avaliar o efeito combinado de trés temperaturas (17,
23,5 e 30°C) e do pesticida Carbofurano sobre o microcrustaceo zooplanctonico
Ceriodaphnia dubia.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 — Avaliar o efeito dessas trés temperaturas sobre o ciclo de vida de C. dubia.

3.2.2 — Avaliar a toxicidade do pesticida Carbofurano para C. dubia, através de

ensaios ecotoxicologicos.

3.2.3 — Avaliar a susceptibilidade de C. dubia impactada pelo contaminante

Carbofurano e pelo aumento da temperatura simultaneamente.
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4 — HIPOTESES

Neste estudo, com base no que foi descrito sobre a influéncia da temperatura
no metabolismo, parametros reprodutivos e ciclo de vida de C. dubia, foram
esperadas as seguintes respostas como possiveis explicacdes para o efeito

combinado de Carbofurano e temperatura:

4.1 — Temperaturas mais altas podem provocar uma aceleracdo metabodlica em C.
dubia, provocando maior taxa de filtracdo e alimentacdo, e consequentemente
ficando mais expostos ao pesticida Carbofurano. Isto geraria uma resposta de C.
dubia em concentracdes mais baixas de Carbofurano, sugerindo maior sensibilidade

do organismo.

4.2 — Temperaturas mais altas ou mais baixas que a faixa de desenvolvimento ideal
sdo estressoras para C. dubia provocando uma resposta do organismo a
concentracbes mais baixas de Carbofurano, sugerindo maior sensibilidade de C.

dubia nas temperaturas fora da faixa ideal.
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5 - METODOLOGIA

5.1 - Cultivo e Manutencao de C. dubia

A cultura preestabelecida no Laboratorio de Avaliagcdo e Promocao da Saude
Ambiental (LAPSA/IOC, Fundacédo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ) foi iniciada a partir de
exemplares previamente cultivados no Laboratério de Analise Ambiental LTDA
(Labtox) do Polo Bio-Rio na llha do Funddo. A manutencdo do cultivo de
Ceriodaphnia dubia no LAPSA seguiu a norma da ABNT 13.373 (2010) *.

A &gua utilizada para o cultivo foi coletada em area de referéncia, no Parque
Estadual da Pedra Branca (Rio de Janeiro — RJ, Brasil — Coordenadas: 22.96960°S /
43.43777°0). Antes do uso, a agua foi filtrada através de uma mebrana de fibra de
vidro com porosidade entre 0,7 e 1,2 um, mantida em geladeira e retirada préximo
ao momento de uso para equilibrar a temperatura da agua com a da cultura. O pH
do meio foi mantido entre 7 e 7,6 e com oxigénio dissolvido superior a 4mg/L (ambos
medidos através um aparelho multiparametro da marca Hach® Modelo Sension 378)
e a dureza da agua entre 40 e 48 mg de CaCOgs/L (avaliado pelo método
tilulométrico com EDTA). Os organismos foram mantidos em estufas na temperatura
constante de 23,5°C (+1), com foto periodo de 12 horas (luz difusa), em recipientes
de vidro de 500 mL contendo 35 individuos em cada recipiente. O meio de cultura foi
trocado duas vezes por semana. A cultura foi alimentada diariamente com alga
Pseudokirchneriella subcapitata, na quantidade de 1 a 5 x 10° células por organismo,
e apo6s 21 dias de cultivo, os neonatos e todo o lote de adultos foi descartado como
indicado na norma ABNT 13.373 (2010) %

5.1.1 — Cultura da alga usada para alimentacao de C. dubia
A alga Pseudokirchneriella subcapitata foi mantida em um meio preparado

seguindo a norma ABNT 13.373 (2010) **. Para tal, inicialmente foram preparadas as
seguintes solucgdes: a solucdo 1 foi preparada com 4000 mg de Ca(NOj3),4H,0
diluido em 100 mL de agua deionizada; a solucéo 2 foi preparada com 10000 mg de
KNOj3 diluido em 100 mL de agua deionizada; a solugdo 3 foi preparada com 3000
mg de MgSO47H,O diluido em 100 mL de agua deionizada; a solu¢do 4 foi
preparada com 4000 mg de K;HPO, diluido em 100 mL de &gua deionizada; a
solucéo 5 foi preparada com 30 mg de CuSO45H,0, 60 mg de (NH4)sM070244H,0,
60 mg de ZnS0O47H,0, 60 mg de CoCl,6H,0, 60 mg de Mn(NO3),4H,0, 60 mg de
CsHsO72H,0, 60 mg de H3BO; diluido em 100 mL de agua deionizada; a solucao 6
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foi preparada com 1625 mg de CgHsFeO75H,0, 625 mg de FeCl36H,0, 625 mg de
FeS0O,47H,0 diluido em 100 mL de &gua deionizada; a solugéo 7 foi preparada com
15000 mg de NaHCOj3 diluido em 100 mL de agua deionizada.

Para preparar o meio de cultura foi necessario misturar 1 mL das solucdes 1,
2,3,4e7com0,5mL das demais solu¢des. Apos adicionar esses volumes 0 meio
de cultura é avolumado para completar completar a 1L com &gua ultrapura e em
seguida, o pH do meio foi ajustado para a faixa de 6 a 8 com Acido Cloridrico (HCI)
ou Hidroxido de Sodio (NaOH). Em seguida, o meio foi autoclavado por 15 minutos a
121°C e manuseado em ambiente asséptico, sendo a cultura mantida entre 23 e
25°C sob iluminacéo (12:12 Claro/escuro) e aeragdo constante. Apds a abertura do
lote de alga, a mesma foi mantida em condi¢des de cultivo por um periodo de quatro
a sete dias. Antes do uso, a alga foi centrifugada e o sobrenadante retirado visando
eliminar o excesso de meio. Em seguida foi ressuspendida em agua de cultivo para
evitar a introducdo de nutrientes toxicos aos organismos-teste. Em sequéncia, as
algas foram contadas em camara de contagem de Neubauer através de um
micréscopio 6tico com o objetivo de determinar o volume de alga que foi colocado na

cultura de C. dubia durante a sua manutencao.

5.2 — TESTES ECOTOXICOLOGICOS

A partir das culturas pré-estabelecidas no LAPSA, o organismo-teste foi
exposto a diferentes concentragcbes de Carbofurano, visando determinar as
concentracOes letais e subletais para estes organismos.

Para o preparo das solucg@es foi utilizado o principio ativo de Carbofurano da
marca Sigma—Aldrich® 98% de pureza, através do qual inicialmente foi preparada
uma solucdo mae de 10 mgL ja corrigida para a pureza do padrao analitico usado.
A partir desta solucdo foram feitas as solucdes usadas para nos testes nas
concentracfes determinadas abaixo. As solugfes utilizadas foram validadas através
de analise por CL — MS (Cromatografia liquida com detec¢do por espectrometria de

massa).
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5.2.1 - Teste de Toxicidade Aguda (Concentracdo Efetiva para 50% da
populacéo - CEsp)

Para os testes de toxicidade aguda com Ceriodaphnia dubia, os organismos
foram expostos por 48 horas a solucbes teste compostas por agua Minalba® e
Carbofurano nas seguintes concentragées: Controle (sem Carbofurano), 0,5 ugL™, 1
ngl™, 2 ugL™, 4 pgL™, e 8 ugL™. Para este teste ndo foi adicionado alimento e a
temperatura foi mantida constantemente em 23,5°C. Os organismos foram expostos
em recipientes de vidro de 50 mL contendo 30 mL da solucdo teste. Foram
montadas 3 réplicas de cada concentracédo e de seu controle, com 10 organismos de
6 — 24 horas de nascidos em cada. Ao final de 48h os organismos mortos ou imoveis
foram contados e a CEsp (Concentracdo efetiva média para morte/imobilidade de

50% da populacédo-alvo) foi calculada pelo método de Trimmed Spearman-Karber.

5.2.2 — Teste de Toxicidade Crdnica (Concentracao de Inibicdo— Clyp)

O teste de toxicidade cronica foi realizado com 10 organismos expostos
individualmente, as diferentes concentracdo-teste e controle em recipientes de 30
mL contendo 15 mL de solug&o. As concentracdes de Carbofurano utilizadas foram:
0,01 pgL™, 0,02 pgL™, 0,03 pgL™, 0,07 pgL™, 0,10 pugL™?, 0,13 pgL™?, 0,33 pgL™. As
réplicas foram observadas diariamente e as solu¢cdes foram trocadas a cada 48
horas, caracterizando um regime semi-estatico. A cada troca de solugdes foi
adicionado alimento. O ensaio terminou quando 60% das fémeas adultas
reproduziram no minimo 15 neonatos. O teste foi considerado valido quando no
controle foi obtida uma sobrevivéncia no minimo 80%, quando 60% ou mais das
fémeas do controle produziram 3 ninhadas ou quando o niamero médio de jovens
gerados por fémea era igual ou maior do que 15 individuos.

Foram contabilizados na avaliacdo de fecundidade, o numero total de
neonatos gerados por cada fémea, mesmo aquelas que foram a Obito durante os
experimentos. Os organismos mortos durante o teste devido a manipulacdo, ou por
serem machos, ndo foram contabilizados. Foram avaliadas as diferencas estatisticas
entre as réplicas das concentragbes e o controle e foram excluidas as
concentracdes onde o efeito toxico sobre a sobrevivéncia foi significativo.

Ao final do experimento a concentragdo que causou 20% de inibicdo (Clyo)
com relagcdo ao controle foram estimadas para cada parametro observado. Os

seguintes parametros foram analisados: Fecundidade Média (numero meédio de
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neonatos por postura), Idade na Primeira Reproducéo (expressa em dias)®® e Tempo
Para Alcancar a Terceira Reproducdo (expresso em dias). Foi também calculada a
taxa de crescimento populacional, utilizando a equacdo proposta por Lampert &
Sommer (1997)'° e aplicada por Flores et. al, (2011) %

In Nt- In NO
P= —-t_

onde:
N; é a densidade final
No é a densidade Inicial

t € o tempo em dias.

A Cly foi realizada através do programa estatistico Linear Interpolation,
Versao 2.0, disponibilizado pela Environmental Protection Agency (EPA), que neste
caso determinou a concentracdo que apresenta 20% de diferenca estatistica quando
comparada ao controle, ja que estudos tém mostrado que uma diferenca estatistica
entre 20 e 30% é normalmente observado na CENO'***,

5.3 - TESTE DE EFEITO COMBINADO (CARBOFURANO E TEMPERATURA)

Segundo Oetken et al. (2009) **’, 0 aumento mais provavel das temperaturas
médias globais até o ano de 2100 sera de 3°C. Nossos cultivos de C. dubia foram
realizados a 23,5°C, seguindo a norma ABNT 13.373 (2010) *, que indica a faixa de
temperatura entre 23 e 27°C como controle (situacdo de nio-estresse) para testes
de toxicidade. De forma a aplicar a previsdo de aumento de temperatura como um
fator de estresse para C. dubia, estipulamos 3°C acima do valor maximo da norma
para os testes (ficando em 30°C + 0,5°C). Estando este valor 6,5°C acima de nossa
temperatura-controle, estipulamos 6,5°C abaixo de nossa temperatura-controle
(17,°C + 0,5°C). Ambas as temperaturas podem ser consideradas potencialmente
causadoras de estresse para estas populacdes??1221401%0,

Apés estas baterias de testes e com as concentragfes e temperaturas ja

determinadas, foram realizados os testes de efeito combinado onde foram
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determinadas as Cly, para cada parametro observado, em cada uma das trés
temperaturas.

Os testes agudos foram realizados como descrito no item 5.2.1, porém foram
utilizados neonatos de fémeas que ja estavam sendo cultivadas e aclimatadas nas
temperaturas determinadas (17; 23,5 e 30°C). Da mesma forma, foram realizados os
testes de toxicidade cronica sob as mesmas condicbes descritas no item 5.2.2,
sendo que repetidos nas temperaturas de 17°C (Concentracdes: 0,01 pgL™, 0,02
ugl™, 0,03 ugL™, 0,07 pgL™, 0,10 pgL™®, 0,13 pgL?, 0,33 ugL™, 0,67 ugL e 1 pgl™)
e 30°C (Concentracdes: 0,01 pgL™, 0,02 pgL™, 0,03 pgL™, 0,07 pgL™, 0,10 pgL™,
0,13 pgL™).

5.4 - TAXA DE CLEARANCE

O consumo de alimento e a capacidade de filtracdo (chamados “Clearance”,
em inglés) sédo alguns dos parametros que foram demonstrados em outros estudos
como sendo modificados pela mudanca da temperatura®. Estes parametros sdo
indicadores da mudanca no metabolismo dos organismos e por tanto foram também
analisados.

Foi utilizada a metodologia de Lirling, et. al (2003)}*° com modificacdes.
Foram analisadas as seguintes condi¢cdes: controle negativo usando agua de
manutencdo, (ndo contaminada) com alga no volume determinado para cultura e
sem o0 organismo-teste, controle positivo (mesmo meio acima) com o0 organismo-
teste, amostra teste negativa contendo agua de manutencdo com alga no volume
determinado para cultura e Carbofurano na concentracdo de 0,13 pgL™ mas sem o
organismos-teste e amostra teste positiva (mesmo meio acima) com 0 organismo-
teste. Para as amostras com organismo-teste, foram utilizado individuos com 8 dias
de aclimatacdo nas temperaturas determinadas, divididos em 3 réplicas, contendo
10 individuos cada. Os testes foram realizados em um recipiente de vidro de 50 mL
contendo 30 mL de solucéo. O teste teve duragédo de 3 horas e as amostras foram
homogeneizadas a cada 30 minutos durante o teste.

Com o objetivo de avaliar conjuntamente os efeitos da temperatura e dos
pesticidas para o céalculo do Clearance, e eliminar a interferéncia do crescimento da
alga tanto nas amostras controles quanto naquelas que continham carbofurano,

todos os dados foram transformados em percento. ja que as contagens de células
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iniciais ndo foram iguais, dificultando a interpretacdo das analises. Os célculos foram
realizados tanto com as amostras controle quanto com as amostras teste e foram

realizados através da formula:

Contagem de algas FINAL com C.dubia x 100
Contagem de algas FINAL sem C. dubia

Taxa de Clearance = ( — lﬂﬂ) % —1
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6 — RESULTADOS

6.1 - EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE Ceriodaphnia dubia

Para avaliar o efeito da temperatura sobre Ceriodaphnia dubia, foram
analisados os seguintes parametros: Fecundidade Média (nUmero de neonatos
dividido pelo nimero de posturas); ldade na Primeira Reproducdo (expressa em
dias); ldade na Terceira Reproducdo (expresso em dias); taxa de Clearance
(expresso em porcentagem) e o Crescimento Populacional, como mostra a Figura 3.

A temperatura foi um importante fator no ciclo de vida de C. dubia, causando
efeitos em todos os parametros avaliados (Figura 3 A — E). A temperatura de 17°C
C. dubia se alimentou cerca de trés vezes mais do que no controle (Figura 5 A),
embora com um retardamento para atingir a primeira e a terceira reproducéo
(Figuras 3 B e C) e com menor fecundidade média (menos filhotes por ninhada)
(Figura 3 D). Como resultado deste atraso no tempo de reproducéo e com a geracao
de menos filhotes por ninhada, o crescimento populacional observado também foi
menor do que nas outras temperaturas (Figura 3 E). JA a 30°C, tempo de
reproducao foi menor do que no controle (Figuras 3 B e C) e combinou com um
maior consumo de algas (Figura 3 A). No entanto, apesar de terem produzido mais
ninhadas por unidade de tempo, as ninhadas geraram menos neonatos (Figura 3 D),
resultando em um crescimento populacional similar ao do controle. Por sua vez, o
controle produziu menos ninhadas, mas com um numero de filhotes por ninhada
maior do que a temperatura 30°C (Figura 3 E).

Considerando a Fecundidade Média o padrdo encontrado foi que a
temperatura controle (23,5°C) apresentou maior Fecundidade Média que 17 e 30°C,
sendo as duas ultimas semelhantes. O consumo de alga (taxa de Clearance) se
comportou de forma oposta, sendo 23,5°C a temperatura que apresentou menor
consumo. A idade na primeira e terceira reproducdao apresentaram um padrao

decrescente com 0 aumento da temperatura.
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Figura 3: Efeito da Temperatura sobre Ceriodaphnia dubia nas temperaturas 17°C (l); 23,5°C (l);
30°C (M). A) Taxa de Clearance (%); B) Idade na primeira Reproducédo (dias); C) Tempo para
Alcancar a Terceira Reproducdo (dias); D) Fecundidade Média; E) Crescimento Populacional;
Simbolos diferentes (&, @, W) representam diferenca estatistica segundo ANOVA Tukey Post Hoc

test p<0,05. As barras de erro representam desvio padrao.



39

6.2. — EFEITO COMBINADO DE TEMPERATURA E CARBOFURANO PARA C.
dubia

O teste de toxicidade aguda (48h-CEso) demonstrou que a 30°C a mortalidade
de C.dubia foi maior em concentragGes mais baixas de Carbofurano (30°C — 1,94
ugL™: 17°C — 2,71 pugL™; 23,5°C — 2,83 ugL™) , sugerindo maior sensibilidade que
nas temperaturas mais baixas (Tabela 3 e Figura 4 A).

Dos parametros cronicos avaliados, tanto fecundidade média quanto o
consumo de algas apresentaram resposta em temperaturas de 17 e 30°C em
relagdo a temperatura controle (23,5°C) (Figura 4 B e 5). Ambas as respostas podem
ser explicadas pelo efeito combinado dos dois impactos. A temperatura de 17°C, a
Clyo de fecundidade média (Tabela 3 e Figura 4 B) para C. dubia foi 40% menor que
na temperatura controle. Além disto, o consumo de alga foi 38% menor na solugéo
contendo carbofurano do que a na solucéo controle para esta temperatura (Figura
5). Na temperatura de 23,5°C n&o houve diferenca no consumo de alga com a
adicao de carbofurano.

A 30°C, a Cly de fecundidade média para C. dubia foi 95% menor que na
temperatura controle (Tabela 3 e Figura 4 B). Além disto, o consumo de alga (Figura
5) foi 86,59% menor na solucdo contendo carbofurano do que na solugao controle
para esta temperatura. A avaliacdo destes resultados em conjunto demostrou que a
temperatura de 30°C apresenta uma influéncia mais expressiva do que as
temperaturas mais baixas.

O consumo de alga no controle foi maior nas temperaturas 17 e 30°C, no
entanto, com a adi¢cdo de Carbofurano o consumo em 30°C cai mais drasticamente
que a 17°C (Figura 5). Assim, podemos concluir que o efeito combinado entre
temperatura e Carbofurano foi mais evidente em 30°C que em 17°C.

A idade na primeira reproducdo e a idade na Terceira Reproducdo néo
apresentaram variacdo nos testes realizados, mostrando que estes foram

parametros principalmente influenciados pela temperatura.
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Figura 4: Efeito Combinado de Temperatura e Carbofurano sobre Ceriodaphnia dubia nas
temperaturas 17°C (M); 23,5°C (M); 30°C (M. A) CEs; B) Cly de Fecundidade Média; Simbolos
diferentes (&, @) representam diferenca estatistica segundo ANOVA Tukey Post Hoc test p<0,005.

As barras de erro expressam o interfevalo de confianga das amostras.
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Figura 5: Porcentagem média de células de algas consumidas por Ceriodaphnia dubia nas condi¢bes
17°C Controle (M):17°Cc 0,13 pg L* AN); 23,5°C Controle (M); 23,5°C 0,13 pg L* AY); 30°C
Controle (.); 30°C 0,13 pg L™* (@);Simbolos diferentes (&, @) representam diferenca estatistica
segundo ANOVA Tukey Post Hoc test p<0,05;. As barras de erro expressdo o desvio padrdo das

amostras.

Tabela 3: Resultados da CEg, (toxicidade agudo) e Cl,, (toxicidade crénica) de Carbofurano para C.
dubia para os parametros avaliados nas temperaturas 17°C; 23,5°C e 30°C (Intervalo de Confianca
95%). N/D — ndo determinado

Parametro 17°C 23,5°C 30°C

CEso (MgL™) 2,71(254-290) 2,83(2,36-3,39) 1,94(0,8-2,69)
Fecundidade Média
(neonatos/ninhada) (ugL™) 0,09 (0,006 —0,14) 0,15 (0,06-0,19) 0,007 (0,0045 - 0,07)

Idade na Primeira

Crescimento

Populacional (ugL™) 0,51 0,26 0,05 (0,01 —0,11)
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6.3 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS AVALIADOS DURANTE OS TESTES

De acordo com os métodos padronizados da ABNT, foram medidos
parametros fisico-quimicos no comeco e no fim de cada teste. Os parametros
avaliados foram: Oxigénio dissolvido, dureza e pH e seus resultados estdo descritos
na tabela abaixo (Tabela 4). Segundo a norma da ABNT (2010)** O pH do meio
deve ser mantido entre 7 e 7,6 e a dureza da agua entre 40 e 48 mg de CaCosl/L,
com oxigénio dissolvido superior a 4mg/L. Assim, os resultados obtidos em nossos

testes podem ser considerados validos por estarem dentro da faixa aceitavel.

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos avaliados durante os testes.

Oxigénio Dissolvido Dureza
(mgL™ 0,) (mgL™'CaC05) PH
17°C Controle (Inicial — Final) 6,5-6,4 40,5-40,1 7,27 -17,47
17°C Maior Concentracdo (Inicial — Final) 6,6 —6,4 43,8 - 44,7 7,26 — 7,53
23,5°C Controle (Inicial — Final) 6,5—-6,4 40,5-40,3 72-74
23,5°C Maior Concentracéo (Inicial — Final) 6,6 — 6,4 47,1 -42,0 74-75
30°C Controle (Inicial — Final) 6,6 — 6,4 40,5 - 40,7 73-73

30°C Maior Concentracdo (Inicial — Final) 6,5-6,3 43,7 -42,2 7,3-7,5
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7 — DISCUSSAO

Neste estudo a Fecundidade Média e o crescimento populacional foram
menores a temperatura de 17°C, com um retardo na reproducdo e um aumento no
consumo de alga em relacdo ao controle. Os resultados encontrados no presente

estudo corroboraram aqueles encontrados por Flores et al. (2011)*%

e Savage et al.
(2004)***, que observaram que temperaturas inferiores reduzem o metabolismo,
influenciam negativamente o Crescimento Populacional de C. dubia e atrasam o
inicio da reproducdo (maturidade), quando comparados com o0s resulatdos
encontrados para temperaturas mais elevadas. Estes autores afirmam ainda que
15°C é uma temperatura abaixo da faixa ideal para crescimento populacional,
corroborando com o presente estudo, que encontrou em 17°C uma faixa de
temperatura inferior a ideal para o crescimento populacional. Outros estudos que
avaliaram o efeito da temperatura sobre cladéceros descrevem que a reducao no
metabolismo pode ser explicada pela maior alocacdo de energia no crescimento e
menor na reproducdo. Assim, em temperaturas mais baixas 0S organismos serao
maiores e com fecundidade médias menores**®14:144148 "sequndo Lynch (1977)**,
a taxa de crescimento diminui com o inicio da reproducdo e que o aumento do
esforgo reprodutivo reduz o crescimento futuro. Uma vez que 0s organismos estédo
alocando energia no crescimento e mudas, a reproducdo fica prejudicada, no
entanto a demanda por alimento € aumentada para suprir a necessidade de energia
para este crescimento™44,

A fecundidade média, idade na primeira e terceira reproducdo foram
reduzidas em 30°C, enquanto o consumo de alga foi superior e o crescimento
populacional foi similar ao controle. Este resultado mostra concordancia com o
estudo de Daphnia laevis®, onde se observou uma diminuicdo na populacéo desta
espécie quando as temperaturas ficam acima daquela propicia para seu
desenvolvimento, demonstrando que a longo prazo o aumento da temperatura seria
prejudicial & densidade populacional®:140:144146.148.154 = Khan & Khan (2008)%
observaram que para Daphnia magna o aumento em até 6°C na temperatura €
representado por uma maior atividade, aumento das taxas de respiracdo, batimentos
cardiacos, demanda por oxigénio e das taxas de hemoglobina devido ao aumento do
metabolismo e ainda redugcdo no tamanho e massa corporal. O aumento do

metabolismo também demanda maior energia, que pode ser suprida pelo aumento
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da ingestdo de alimento e mobilizagdo da gordura armazenada. Diversos autores
descreveram que populagéo diminui, assim como o tamanho do corpo e a producao
de ovos, em temperaturas mais altas'®192103104140 * A maturidade dos organismos
também foi influenciada, ocorrendo precocemente em temperaturas superiores, 0
gue também foi observado para Daphnia Curvirostris (exceto reducédo de tamanho),
Daphnia pulex e Daphnia magna’?143:145. 146,149,150

Assim, é provavel que devido a demanda energética causada pelo aumento
do metabolismo ser maior em temperaturas mais elevadas, o esforco reprodutivo
seja mais energeticamente custoso para 0os organismos. A reducdo do tamanho
também influencia a reproducdo, ja que necessitariam de maior espacamento para
acomodar os embrides, ventilacdo mais ativa dentro da bolsa embrionaria e haveria
perda de recursos para aplicar no desenvolvimento dos embrides, fato este que
poderia reduzir o potencial de reproducéo futura'4%1°%166:167.168.169 ‘B 5cordo com o

sugerido por Gophen (1976)°

para Ceriodaphnia, além destes fatores outra
explicacdo seria que a respiracdo se torna mais rapida em temperaturas maiores,
nao sendo acompanhada pela ingestao e excrecao de alimentos, gerando um déficit
energético, ja que cladéceros usam seus membros toracicos para se alimentar e
obter oxigénio. Em temperaturas altas eles batem estes membros mais rapido pra
suprir a demanda do aumento do metabolismo por oxigénio, fazendo com que o trato
digestorio figue cheio mais rapido, ja que o processamento do alimento néo
acompanha a velocidade com a qual o alimento é consumido'*®!** Assim o
aumento da alimentacdo e a reducdo da fecundidade média podem ser explicados
pelos custos combinados de desenvolvimento (ou seja, muda) e da respiracao
causando uma grande demanda de energia e o alocamento da mesma para atender
a demanda metabdlica do organismo reduzindo a energia disponivel para o
crescimento somatico (reduzindo o tamanho) e reprodugdo (gerando menos
filhotes)™*.

Neste estudo foi encontrada CEso de Carbofurano para Ceriodaphnia dubia na
temperatura de 23,5°C (2,83 pgL™), corroborando o tnico estudo encontrado, que
realizou a avaliacdo toxicoldgica de Carbofurano para C. dubia. Segundo Norberg-
King et al. (1991)“, a CLso (48h) de Carbofurano para C. dubia foi de 2,6 pgL™ na
temperatura de 25°C (EPA R-20-04, 2009). Para Iwai et al. (2011)*® a CLs, de
Carbofurano para Moina Micrura foi de 6,96 pg L™. Para Daphnia magna diversos

valores foram encontrados: 86,1 pg L™ *® e 18,7 ug L™ 1. A comparacéo entre os
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resultados descritos na literatura, mostram que nossos resultados apresentam-se na
mesma ordem de magnitude dos resultados de outros estudos estando dentro de um
nivel de variacao aceitavel para comparacoes inter-laboratoriais.

Ainda no do tocante a CLsp, observou-se que Ceriodaphnia dubia foi
igualmente sensivel ao inseticida Carbofurano nas temperaturas 17 e 23,5°C. O
mesmo ndo pode ser observado na temperatura 30°C, que apresentou uma
sensibilidade maior que as temperaturas inferiores. Este resultado indica que a
temperatura superior pode ser mais estressante para 0 organismo que temperaturas

157 enfatizaram

mais baixas, tornando o organismo mais sensivel. Cairns et al. (1975)
que a interacdo de organismos com algumas substancias toxicas é complexa,
podendo ser mais letal em temperaturas mais altas, enquanto a toxicidade de alguns
outros produtos quimicos podem nao ser afetada por temperaturas elevadas.

Diversos estudos demostraram que macroinvertebrados foram mais sensiveis
a contaminantes quimicos com o aumento da temperatura®?'#*1#41% Ao comparar
0s resultados obtidos no presente estudo com o0s encontrados na literatura, foi
possivel observar que C. dubia apresentou maior sensibilidade que os outros
cladéceros testados (Tabela 2), mostrando que esta espécie € uma boa
bioindicadora de toxicidade para ambientes de agua doce® *" %,

Apesar da CEso em 30°C ter apresentado diferenca estatistica em relacdo ao
controle, em 17°C isto ndo pode ser observado. Nos testes cronicos foi possivel
caracterizar melhor os efeitos combinados com as temperaturas testadas. Os
parametros fecundidade média e crescimento populacional foram os mais afetados
pelas temperaturas de 17°C e 30°C do que em 23,5°C. J4 o consumo de alga
apresentou uma reducdo nas amostras que continham carbofurnano, quando
comparado com 0 consumo em amostras que nao continham carbofurano nas
temperaturas 17 e 30°C, esta resposta nao foi observada na temperatura 23,5°C.

Estes resultados demonstram que o efeito combinado dos estressores
influenciou os parametros de vida dos organismos testados. Segundo Moore & Folt
(1993)*** comportamentos associados com forrageamento (taxas de ingestéo,
natacdo e velocidade de respiracdo) sédo reduzidos na presenca de substancias
toxicas em concentracdes subletais e estes comportamentos podem reduzir o
tamanho dos organismos!’*172173,

No presente estudo as Cly, em 23,5°C foram de 0,15 pgL™ (0,066— 0, 19ugL™)

para Fecundidade Média. Estes resultados sdo comparaveis aos observados por
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Norberg-King et al. (1991) “ que encontraram a CENO de 1,3 pg L™ a 25°C de
Carbofurano para C. dubia e com os resultados de Iwai et al. (2011) “®, onde a
CENO de Carbofurano para Moina Micrura foi de 1 pg L™ enquanto a CEO foi de 2,5
ug L

O fato da Fecundidade Média apresentar o maior Clyy na temperatura de
23,5°C, demonstra que o estresse térmico aumenta a suscetibilidade de
Ceriodaphnia dubia ao inseticida Carbofurano. Este padréo foi observado tanto em
temperaturas mais baixas como nas mais altas em relacdo a temperatura controle.
Neste caso, a Fecundidade Média em 17°C foi afetada em uma concentracdo
superior aquela observada em 30°C e isso pode ser justificado pelo metabolismo em
17°C ser mais lento que em 30°C, o que torna o organismo menos suscetivel ao
composto quimico.

Em 17 e 30°C, C. dubia consumiu menos alga em amostras contendo
Carbofurano, em relacdo ao controle. Este resultado demonstra um efeito
combinado dos estressores sobre C. dubia. Estes resultados corroboram com os
efeitos sobre a Fecundidade Média na qual C. dubia foi mais sensivel ao
Carbofurano nas temperaturas extremas do que em 23,5°C.

No Brasil Carbofurano ja foi encontrado em amostras de bacias hidrogréaficas

em concentracdes entre 23,97 e 1221 pg L™t 3

, estes valores sao superiores
agueles estabelecidos como padrao internacional de tolerancia para Carbofurano em
agua potavel que determinam 7,0 pgL™ *°; 10,0 pgL™ *"*; 40,0 pgL™ 17®; 90 pgL™* 178,
Estas concentragfes ainda sdo mais elevadas do que a que exerce efeito agudo em
C. dubia sob condicGes ideais de sobrevivéncia. Esta constatacdo expressa a
necessidade de revisdo da legislacdo, ja que a agua potavel ndo deve apresentar
efeito agudo sobre bioindicadores ou a biota. Estes valores expressam também que
as concentracdes ambientais encontradas no Brasil tem potencial para causar danos
graves a corpos d’agua e impactar toda a cadeia alimentar e o ecossistema
expostos a este contaminante. Assim, € importante atentar para o uso racional e
seguindo as normas de manego dos pesticidas aplicados em lavouras no Brasil,
como por exemplo o periodo de aplicagdo, com o objetivo de evitar a contaminacao

de ambientes aquaticos e o impacto a organismos néo-alvo e a biota de forma geral.
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8 - CONCLUSAO

O aumento e diminuicdo da temperatura intensificaram o efeito toxico do
carbofurano para C. dubia. Este efeito foi melhor observado em testes de toxicidade
cronica do que em testes de toxicidade aguda, demonstrando a importancia do uso
deste tipo de bioensaio para monitoramento de ambientes impactados. Os
parametros Fecundidade Média e Crescimento populacional foram bons indicadores
para o teste de toxicidade cronica. Sdo, portanto, ferramentas interessantes para o
uso rotineiro pelas agéncias ambientais.

O ambiente aquatico é dindmico e diverso e o uso de concentragfes limites
s80 necessarias, mas ndo sdo eficazes para garantir a protecdo da biota. A
interferéncia de outros fatores ambientais, como a temperatura, pode transformar os
efeitos toxicos e por isso 0 uso de bioensaios é fundamental para 0 monitoramento.
Em um pais de dimensBes continentais, como o Brasil, com uma variedade de
ecossistemas e uma grande diversidade biologica, uma legislagdo nacional apenas
nao é suficiente para evitar impactos a nivel local. Ainda ha necessidade de
avaliacdes locais, com legislacdes especificas, visando reduzir ao maximo os
impactos causados por atividades antrépicas no ambiente. Assim, estudos de
fatores combinados, como o presente, sdo importantes para criagdo de um banco de
dados para inferir sobre a criacdo de limites de concentragcdes menos danosas a

biota.
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