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RESUMO

Atualmente, a preocupag¢do com a preservacdo dos ecossistemas aquaticos tem se acentuado
devido a contaminagdo proveniente de fontes antropicas. Dentre as principais problematicas
ambientais nacionais, pode-se citar o uso demasiado de agrotoxicos, como fipronil e 2,4-D, usados
na monocultura canavieira com o intuito de maximizar a exportacao de commodites agricolas. Em
vista disso, estudos t€ém mostrado efeitos negativos desses agrotdoxicos em organismos nao-alvo
do ecossistema aquatico. Entretanto, a escassez de investigacao acerca desses efeitos para a biota
aquatica nativa e a comparacao deles com espécies padronizadas de clima temperado ¢ notoria,
portanto, no presente estudo foram realizadas andlises das consequéncias de concentragdes
subletais dos agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) sobre a
capacidade alimentar (taxas de filtragdo e ingestdo) de espécies monofiléticas de Ceriodaphnia,
de ambiente tropical (Ceriodaphnia silvestrii) e temperado (Ceriodaphnia dubia).
Posteriormente, foi avaliado se hé recuperagdo nas taxas de filtracao e ingestdo dos cladoceros em
um periodo de pds-exposicdo (sem contaminacdo). Também foi comparada a sensibilidade das
espécies aos agrotoxicos. Os resultados mostraram que as espécies apresentaram respostas
distintas no que diz respeito a atividade alimentar, referentes a exposi¢ao aos produtos formulados
por 24 horas. A espécie nativa C. silvestrii apresentou maior sensibilidade ao fipronil, enquanto,
para o 2,4-D, C. dubia demonstrou maior sensibilidade. Nao houve diferengas significativas no
periodo de pos-exposicao para os parametros analisados (taxas de filtracao e ingestdo), indicando
que ambas as espécies recuperam a capacidade alimentar apds as condigdes de exposi¢ao testadas.
Por fim, o presente estudo contribui para aumentar as informacdes sobre a toxicidade de
agrotoxicos para espécies autoctones, destaca que efeitos sdo espécie-especifico e por isso, fica
evidente a importancia de mais estudos sobre diferentes parametros em individuos nao-alvos
afetados por concentragdes subletais de agrotoxicos e suas possiveis implicagdes para o

funcionamento do ecossistema aquatico.

Palavras-chave: DMA® 806 BR; fipronil; 2,4-D; fitoplancton; Regent®800 WG; zooplancton.



ABSTRACT

Currently, concern about the preservation of aquatic ecosystems has been accentuated due to
contamination from anthropic sources. Among the main national environmental problems, we can
mention the use of too much pesticides, such as fipronil and 2,4-D, used in sugarcane monoculture
in order to maximize the export of agricultural commodities. In view of this, studies have shown
negative effects of these pesticides on non-target organisms of the aquatic ecosystem. However,
the scarcity of research on these effects for native aquatic biota and the comparison of these effects
with standardized species of temperate climate is notorious and, therefore, in the present study,
analyses of the consequences of sublethal concentrations of the pesticides Regent® 800 WG (i.a.
fipronil) and DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) on the feeding capacity (filtration and ingestion rates) of
monophyletic species of Ceriodaphnia, tropical environment (Ceriodaphnia silvestrii) and
temperate (Ceriodaphnia dubia). Subsequently, it was evaluated whether there is recovery in the
filtration and ingestion rates of cladocerans in a period of post-exposure (without contamination).
The sensitivity of the species to pesticides was also compared. The results showed that the species
presented different responses regarding food activity, referring to exposure to products formulated
for 24 hours. The species C. silvestrii showed higher sensitivity to fipronil, while for 2,4-D, C.
dubia showed higher sensitivity. There were no significant differences in the post-exposure period
for the analyzed parameters (filtration and ingestion rates), indicating that both species recovered
their feeding capacity after the exposure conditions tested. Finally, the present study contributes
to information on pesticide toxicity to indigenous species, highlights what effects are species-
specific. Therefore, it is evident the importance of further studies on different parameters in non-
target individuals affected by sublethal concentrations of pesticides, as long as their possible

implications for the functioning of the aquatic ecosystem.

Keywords: DMA® 806 BR; fipronil; 2,4-D; phytoplankton; Regent® 800 WG; zooplankton.
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1. Introducao

1.1. Agrotoxicos utilizados na monocultura de cana-de-acicar

No inicio do século X VI, a cana-de-agucar foi introduzida em terras brasileiras por Martim
Affonso de Souza e, por muito tempo foi commodity de maior exportacdo do pais, tornando a
colonia a maior produtora e exportadora de acgticar da época (Machado, 2003). Séculos depois,
durante a crise do petroleo da década de 1970, o governo federal criou o Programa Nacional do
Alcool (Préalcool), o qual alavancou o desenvolvimento, a produgdo e o uso do alcool como
combustivel em substituigdo a gasolina (Machado, 2003). A alta producdo de agucar e etanol
colocou o Brasil em um lugar de destaque no cenario internacional e, juntamente com a inser¢ao
de carros com motores flex fuel no mercado automotivo em 2003, intensificou ainda mais a
producdo e fez com que o pais entrasse em um novo ciclo de cultivo da cana-de-agucar (Gilio &
de Moraes 2016).

Por suas vantagens geograficas, recursos hidricos e clima favoravel, o Brasil tornou-se o
maior produtor de cana-de-agticar do mundo, contribuindo para o aumento da geragdo de etanol
(Martinelli e Filoso, 2008). Em cerca de 50 anos (1961 a 2017), o pais apresentou um aumento de
59,4 para 758,5 milhdes de toneladas por ano na producao de cana-de-agtcar, sendo o maior
produtor mundial seguido pela India e China (306 e 104 milhdes de toneladas por ano,
respectivamente) (FAO, 2019).

Neste cenario, em escala nacional, o Estado de Sao Paulo ¢ responsavel por 50% das
areas cultivadas de cana- de-aglcar, registrando a produtividade, estimada, atualmente, em
71.094 kg/ha (CONAB, 2022). Dados mais recentes da Unido da Industria de Cana-de-Acutcar
(Unica, 2019), no periodo de 2006 a 2017, apontam que a area de cana-de-aglcar colhida em
hectare aumentou em mais de 43%, enquanto a producdo em toneladas cresceu 59%. Sendo
assim, segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o agronegécio ¢
hoje um dos maiores e mais importantes setores de exportacao nacional, representando cerca de
42% das exportagdes e responsavel por aproximadamente 21% de todo o produto interno bruto
do pais(CEPEA, 2016). Em relacao a estrutura estadual, o PIB do agronegécio do estado de Sao
Paulo avangou fortes 8,27% em 2020, resultando na alta mais intensa desde 2010, segundo
calculos do Cepea (Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada), da Esalg/USP. Em
2020, o agronegocio paulista representou 14% do PIB do estado, sendo esta a maior participacao
da série historica, iniciada em 2008. Especificadamente em relagdo a cana-de-agucar, os

pregos € a
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produgdo do estado aumentaram, resultando em uma participagdo correspondente a 80% do PIB
estadual (CEPEA, 2020).

Devido a significativa contribuigdo para a economia, a monocultura canavieira busca por
ferramentas que maximizam a producao, como a utilizagao de agrotoxicos. No entanto, verifica-
se que muitos impactos ambientais foram desencadeados durante esse processo. Dentre os
principais, o uso exacerbado desses produtos pode ocasionar a contaminacdo e degradacio do
solo e dos recursos hidricos (MMA, 2016) e, consequentemente, o desequilibrio ambiental
acompanhado do surgimento de pragas e doencgas (NETO, 1991) e/ou a extingdo da fauna e flora
dos ecossistemas afetados (SMITH, 2013).

Na ultima década, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Defesa Agricola (Sindag), ambos de 2009,
afirmam que as quantidades de agrotoxicos comercializados subiram aproximadamente 44,6%,
excluindo a enorme quantidade desses produtos contrabandeados no pais (Carneiro e Soares,
2010). Destaca-se ainda que 1.681.001 produtores utilizaram agrotéxicos, representando um
crescimento de 20,4% em relacdo a 2006 (IBGE, 2017). No inicio de 2019, existiam no Brasil
cerca de 13.300 registros de agrotdxicos (Aenda, 2019) e desde 2008 o Brasil vem sendo o pais
com o maior consumo desses produtos (CARNEIRO et al., 2015) e se tornando responsavel por
cerca de 20% do consumo mundial (Peleaz et al., 2015). Com relagdo a comercializagao dos
ingredientes ativos no pais, o relatorio de Indicadores de Desenvolvimento Sustentavel (IBGE,
2017), apresentou que entre os anos de 2000 a 2014, o consumo de ingredientes ativos (IA) por
area plantada (hd) cresceu 10% e que o Estado de Sdo Paulo ocupa o segundo lugar de uso de
agrotoxico com 8,8 kg/ha.

Nos ultimos dois anos, com o langamento de diversos novos produtos no mercado
juntamente e a escassez de fiscalizacdo e orientagdao sobre o uso desses produtos o consumo se
torna cada vez maior (FDCVC, 2019). As lavouras do pais com maior consumo dessas substancias
sdo soja, milho e cana-de-agucar (Bombardi et al.,2017), as quais representam, respectivamente,
35%, 55,4% e 11,3% do valor da produ¢do em 2020 (IBGE, 2021), desse modo, fica evidente que
a intensa utilizagdo dos agrotdxicos causa uma preocupacao ambiental devido aos potenciais
efeitos aos ecossistemas (Silva et al. 2020).

Em julho de 2020, constavam 455 ingredientes ativos de agrotoxicos para uso agricola e/ou
domissanitario na lista das monografias autorizadas no Brasil, sendo 404 quimicos (88,8%) e 51
biologicos (11,2%) (ANVISA, 2020). Dentre os 404 ingredientes ativos quimicos, pelo menos 121

(30%) ndo eram autorizados na Unido Européia (European Comission, 2020), como por exemplo,
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o inseticida fipronil. Dentre os novos agrotoxicos autorizados no Brasil entre 2019 e 2020, a cana-
de-agucar estad entre as culturas agricolas que tiveram mais de 50 novos agrotoxicos aprovados

para uso, sendo 97 agrotdxicos aprovados representando 38,5%. (HESS et al., 2021).

1.2. Contaminacao ambiental e humana por agrotoxicos

Devido ao avango da contaminagdo ambiental por agrotoxicos, os residuos oriundos da
aplicacdo desses produtos sao encontrados em alimentos (ANVISA, 2017), na atmosfera (Moreira
et al., 2012), nas chuvas (Nogueira et al., 2012) e em aguas superficiais e subterraneas (Dores et
al., 2008). O niimero de substancias quimicas sintéticas tem se expandido muito ao longo das
ultimas décadas e grandes quantidades desses contaminantes sdo liberados para o ambiente,
contaminando tanto a 4gua, como também o solo e¢ o ar (Bonaventura e Johnson, 1997). Nesse
contexto, 0s riscos que os ecossistemas aquaticos que cercam as areas de cana-de-agtcar sofrem
perda de vegetacdo riparia com consequente deposi¢do de sedimentos do solo, a erosdo e a
entrada de nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo), matéria organica e produtos
quimicos, como agrotoxicos e metais (Martinelli e Filoso, 2008) devem ser consideradas.

Além disso, considerando o cenario de exposicdo humana a esses produtos,
majoritariamente de trabalhadores rurais, no periodo de 2007 a 2015, observou-se crescente
aumento do numero de notificagdes de intoxicagao por uso de agrotdxicos, havendo um acréscimo
de 139% totalizando 84.206 casos, em decorréncia do aumento da comercializacdo dessas
substancias (“Relatorio Nacional Nacional de Vigilancia em Satde de Popula¢des Expostas a
Agrotoxicos”, 2016). Ademais, € relevante ressaltar os riscos dietéticos relativos a exposi¢do de
residuos de agrotoxicos presentes nos alimentos consumidos pela populagdo brasileira, os quais
tém a capacidade de penetrar no interior de folhas e polpas bem como nas partes externas do
vegetal (ANVISA, 2017). Dessa maneira, pode-se inferir que a ampla utilizagdo de agrotoxicos
expoe de forma perigosa e frequente o consumidor, o ambiente e os trabalhadores a contaminacao
quimica (ALMEIDA et al., 2009).

O glifosato, 2,4-D, mancozebe, atrazina, acefato, clorotalonil, melationa, enxofre,
imidacloprido e clorpirifos estao entre os ingredientes ativos mais vendidos no Brasil, totalizando
um consumo de 487 mil toneladas por ano destes compostos (IBAMA, 2020). Especificadamente,
os ingredientes ativos mais usados na monocultura de cana-de-a¢ticar no estado sdo os herbicidas

2,4-D, diuron, clomazone, MSMA, ethephon ¢ o inseticida/formicida fipronil (2009- 2015; IEA
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2016). Dentre estes, o inseticida fipronil e o herbicida 2,4-4cido diclorofenoxiacético (2,4-D)
ganham destaque por sua potencialidade de serem transportados para os ecossistemas aquaticos
adjacentes (Albuquerque et al., 2016; Marchesan et al., 2010). Sendo o herbicida 2,4-D, o segundo
ingrediente ativo mais utilizado no Brasil e classificado como agente carcinogénico para humanos
(IARC, 2015). O fipronil se encontra como o inseticida mais vendido no estado de Sao Paulo
(IBAMA, 2019).

Desse modo, ao considerar a ocorréncia desses compostos em agua doce no pais, um estudo
recente destaca o fipronil como sendo o mais recorrente, de forma que foi encontrado em 54%
das 251 amostras investigadas, com concentracdo entre 0,05 a 26,2 pug/L (Albuquerque et al.,
2016; Marchesan et al., 2010). Quanto ao herbicida 2,4-D, o mesmo estudo apontou sua
ocorréncia principalmente no Estado do Rio Grande do Sul, provavelmente resultado da
plantacdo de arroz irrigado na regido, com concentracdes variando entre 0,3 a 3,4 pg/L
(Chingombe et al., 2006; Marchesan et al. 2010). No estado de Sao Paulo, o 2,4-D foi detectado
em ambientes aquaticos localizados em areas com predomindncia de culturas de cana, em

concentracoes entre 175,1 e 366,6 ng/L (CETESB, 2018).

1.3. Efeitos do inseticida fipronil e do herbicida 2,4-D sobre organismos niao-alvo

Com relacdo ao inseticida fipronil, seu tempo de degradacdo pode diferenciar de acordo
com a forma como ¢ utilizado, sendo o de forma granular o mais persistente segundo Ngim e
Crosby (2001). Quando exposto a luz, seu tempo de meia-vida aquosa € de 125 horas e meia-vida
no solo de 438 horas. Em ambientes com condi¢gdes anaerobias sua degradacao ¢ mais demorada,
possuindo tempo de meia-vida entre 116 e 130 dias em 4gua e sedimento, respectivamente
(Coutinho et al., 2005). Este inseticida age diretamente no sistema nervoso central de insetos,
provocando a interrupcao do receptor de acido gama aminobutirico (GABA), o qual possui alto
grau de seletividade e, por esse motivo, acaba afetando predominantemente invertebrados - para
0s quais € altamente toxico. A interrup¢do do receptor GABA leva a hiperexcitacdo dos musculos
e nervos dos organismos-alvo e, como consequéncia, a morte (Tingle et al., 2003; Das et al.,
2006).

O 4cido diclorofenoxiacético (2,4-D), desde o inicio de 1940, tem sido utilizado em grande
escala nas plantagdes, visando o controle de ervas daninhas de folhas largas (Grisolia, 2005; Itoh
et al., 2013). Segundo estudos divulgados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA,

2014), desde 2009 ele esta entre os cinco agrotoxicos mais vendidos. Este herbicida atua
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aumentando a plasticidade da parede celular da planta-alvo, além de aumentar a sintese de
proteinas e etileno. Com isso, ocorre um crescimento descontrolado de divisdes celulares na
planta, causando danos ao seu tecido vascular e, consequentemente, levando a morte da mesma
(Orug et al., 2004; Benli et al., 2007).

Ao considerar a expansdo da utilizacdo dos agrotoxicos e a consequente contamina¢ao
ambiental, reafirma-se que a conservacao da biodiversidade aquatica continental em todo o mundo
tem sido ameacgada (Lacher e Goldstein, 1997; Sanchez-Bayo e Hyne, 2011), culminando em
efeitos particularmente graves sobre a biota aquatica (Daam e Van den Brink, 2010). Além disso,
esses agrotoxicos possuem caracteristicas toxicas especificas para determinadas espécies, de
acordo com o seu modo de a¢@o, mas que podem causar efeitos indesejaveis a outros organismos-
nao alvo mesmo em baixas concentragoes (Singer et al. 2010). Por isso, ¢ extremamente necessaria
a realizacdo de avaliagdes de toxicidade através de bioensaios com espécies representativas do
ambiente de estudo. No entanto, ndo existe uma Unica espécie de organismo que represente
integralmente os efeitos causados em um determinado ecossistema. Por este motivo, para avaliar
0s impactos € suas consequéncias para a biota aquatica, recomenda-se que as avaliagdoes
ecotoxicologicas estudem os efeitos dos agrotoxicos sobre diferentes organismos em condigdes
geoclimaticas distintas a fim de aumentar a compreensdo de uma possivel diferenga na

sensibilidade entre as espécies (Raymundo et al., 2019).

1.4. O uso de claddceros na Ecotoxicologia

Dentre os organismos mais recomendados para testes de toxicidade em Ecotoxicologia
aquatica, estdo os cladéceros, consumidores primdrios que representam as espécies
zooplanctonicas. Devido ao curto ciclo de vida e a grade sensibilidade as alteragdes ocorridas no
meio ambiente, ¢ possivel observar efeitos toxicos em varias geracoes de claddceros. A espécie
Ceriodaphnia silvestrii possui elevada sensibilidade a variados agentes toxicos, ¢ facilmente
cultivavel em laboratério e possui ciclo de vida curto (Fonseca e Rocha, 2004; ABNT, 2017;
Santos et al., 2006). Este claddcero apresenta distribuicdo geografica em regides tropicais
especificamente encontrado na América do Sul (Casali-Pereira et al. 2015; Mansano et al. 2018).
Sob 0 mesmo ponto de vista, a representante de clima temperado da mesma familia, Ceriodaphnia
dubia, ¢ uma espécie indicada para testes ecotoxicologicos por agéncias regulatorias de paises de

regides temperadas (US EPA 2002a, b).

15



2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de exposi¢do e pos-exposi¢do dos agrotoxicos Regent® 800 WG
(ingrediente ativo - i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) sobre a capacidade alimentar (taxas

de filtracdo e ingestdo) dos cladéceros Ceriodaphnia silvestrii e Ceriodaphnia dubia

2.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar possiveis alteracdes nas taxas de filtracdo e ingestdo durante exposi¢cdo aos
agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) para as
espécies de cladoceros C. silvestrii e C. dubia.

II.  Avaliar se ocorrem efeitos na recuperacao da capacidade alimentar pos-exposicao (sem
contaminac¢do) avaliadas através das taxas de filtracdo e ingestdo de C. silvestrii e C.
dubia.

III.  Comparar e discutir os efeitos causados pela exposi¢io aos agrotoxicos Regent® 800
WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) para as espécies de cladoceros C.

silvestrii e C. dubia.
3. Hipotese

Os agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) influenciam
negativamente a capacidade alimentar (taxas de filtragdo e ingestdo) dos cladoceros C. silvestriie

C. dubia minimizando a dindmica dietética.

4. Metodologia

4.1. Cultivo e manutenc¢ao dos claddéceros

As espécies foram cultivadas em agua reconstituida previamente preparada de acordo com
ABNT (2017) mantendo as seguintes caracteristicas: pH entre 7,0 e 7,5 e dureza total entre 40 e
48 mgCaCOs L' (ABNT, 2017). Os organismos foram mantidos em béqueres de 2 L, com um
maximo de 120 individuos. As manutenc¢des das culturas foram realizadas trés vezes por semana,

com a troca do meio de cultivo e alimentagao.
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Os cultivos de C. dubia (Figura 1) e C. silvestrii (Figura 2) foram mantidos em temperatura
controlada a 25°C + 1 e com fotoperiodo de 12/12 horas de claro/escuro. A alga Raphidocelis
subcapitata foi utilizada como alimento (2 x 10° células mL™!) para os cultivos de C. silvestrii e C.
dubia. Também foi fornecido aos cladoceros um complemento alimentar a base de ragdo de peixe

fermentada e fermento biolégico seco (Fleischmann®) (ABNT, 2017).

Figura 1. Ceriodaphnia dubia: foto de fémea partenogenética com, aproximadamente, 2 mm (RESOURCES
INVENTORY COMMITEE, 1997).

4.2. Testes de Sensibilidade

Inicialmente, foram realizados testes de sensibilidade com cloreto de sodio (NaCl), nas
mesmas condi¢des de cultivo (temperatura e fotoperiodo) para verificar se o cultivo inicial estava

dentro da faixa de sensibilidade da carta controle do laboratorio. Os procedimentos aplicados
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foram baseados na norma NBR 13373:2016 (ABNT, 2016). Cada teste foi conduzido em cinco
concentragdes (0,6; 1,0; 1,3; 1,6 € 2,2 g/L) e um controle em quatro réplicas, cada uma contendo
cinco neonatas (< 24h). As unidades experimentais foram béqueres de vidro contendo 10 ml de
solucdo teste. Cada concentragdao da solucdo teste foi preparada a partir de uma solugdo estoque
de de 10g/L. Os testes tiveram duracdo de 48 horas, sem alimentacdo e com fotoperiodo de 12:12

claro/escuro, tendo como endpoint a imobilidade dos organismos.

4.3. Testes de alimentacao (taxas de filtraciao e ingestao) de exposicao e pés-exposicao

Os ensaios de alimentagdo durante exposicdo e poOs-exposi¢do aos agrotoxicos foram
baseados no método descrito por McWilliam e Baird (2002). Organismos juvenis (48 horas de
vida) foram expostos a diferentes concentragcdes de fipronil sendo elas: 0,4 (F1), 0,8 (F2), 1,2
(F3), 1,6 (F4) e 2,0 pg/L (F5). E para o 2,4-D, as concentracdes testadas foram: 4,0 x 10* pug/L
(D1), 5,0 x 10* ug/L (D2), 6,0 x 10* pg/L (D3), 7,0 x 10* ug/L (D4) e 8,0 x 10* pg/L (D5), assim
como estabelecidas e apresentadas em Silva et al. (2020), além de uma concentragdo fixa de 2 x
10 ° células mL™! da alga R. subcapitata, fornecidas como alimento.

Os cladoceros permaneceram durante 24 horas no escuro (periodo de exposicao), nas
solucdes testecontaminadas com os respectivos agrotoxicos e alga. O delineamento experimental
utilizou- se de quatro repeti¢des por tratamento e cinco individuos por repeticao (n = 20). Uma
replicacdo adicional com meio de cultivo e algas, mas sem claddcero, foi realizada para cada
tratamento, para determinar quaisquer alteragdes da concentracao inicial de algas.

ApO6s 24 h, os organismos foram transferidos para frascos contendo meio de cultivo nao
contaminado com R. subcapitata na mesma concentracdo e permaneceram por 4 horas no escuro
(periodo pos-exposi¢ao). Tanto apos as 24 horas de exposicdo quanto apds as 4 horas de pos-
exposicao, aliquotasde cada recipiente foram retiradas para a determinagdo da concentragcdo de
algas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson) de acordo com os métodos
propostos por Sarmento (2008). Os célculos de densidade celular foram realizados através do
software FlowJo (Treestar.com, versao V10.0).

As taxas de alimentacdo foram calculadas pela equagao de Allen et al. (1995):

F=V (Co-C240u4)/t(equagdo 1)

onde F ¢ a taxa de alimentagdo (células individuais ' h *!); V é o volume do recipiente de

teste (mL); CO é a concentragio inicial de células algais (células mL '); C 24 ou 4 ¢ a concentragdo

final de células algais (células mL ') e t é a duragiio do experimento (24 ou 4 h).
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J4 as taxas de ingestdo foram calculadas conforme equagdo abaixo, onde, I correspondem
as taxas de ingestdo (ind/h/células):

I = Fx vVCo x C; (equagdo 2)

A Figura 3 apresenta um desenho esquematico da diferenca entre de taxa de filtragao e

taxade ingestao.

Figura 3. Desenho esquematico representando a taxa de filtragdo (filtration rate) e taxa de ingestdo (ingestion rate).

Daphnia feeding activity:

1. Filtration rate 2. Ingestion rate
(volume per unit time) (number of particles
per unit time)

Counting
the ingested
material

(beats per unit'tim »

Fonte: Bownil (2019).
4.4. Analise Estatistica

Os dados dos ensaios foram avaliados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
das variancias (teste de Levene) e, em seguida, analisados usando ANOVA de uma via seguida
pelo teste Dunnett (post-hoc), no caso de dados que atenderam aos critérios de normalidade e

homocedasticidade. Para os dados que ndo atendiam a esses requisitos, foi utilizado o teste ndo
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paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. Diferengas
significativas entre os grupos foram aceitas em p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram
realizados no software Statistica 7.0 (Statsoft, 2004). Posteriormente, para a confec¢ao dos

graficos, foi utilizado o programa Origin 2019b.

4.5. Analise Quimica

Com a finalidade de confirmar as concentragdes dos agrotoxicos fipronil e 2,4-D utilizadas
nos ensaios, as solucdes-teste preparadas foram analisadas em parceria com a Profa. Dra. Cassiana
C. Montagner do Instituto de Quimica da Universidade de Campinas (IQ-UNICAMP).

As amostras foram filtradas diretamente em vial de vidro ambar de 2,0 mL, utilizando filtro
de seringa de PTFE hidrofobico com porosidade de 0,22 um. Foram realizadas dilui¢des, quando
necessario, gerando concentracdes finais dentro da faixa linear da curva de calibragao. As curvas
analiticas foram construidas de acordo com a area obtida para cada composto em fun¢do de sua
concentragdo. A analise dos compostos foi realizada com a utilizagdo da técnica de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Para isso, utilizou-se um
cromatografo Agilent modelo 1200, equipado com bomba binaria, injetor automatico e
compartimento de coluna termostatizado. A separacao cromatografica foi realizada em uma coluna
Zorbax SB-C18 (2,1 x 30 mm, tamanho de particula de 3,5 um) a 30 °C. A fase movel foi
constituida de dgua ultrapura (A) e metanol (B), previamente filtrados em membranas com 0,2 pm
de porosidade, contendo 0,01% (v/v) de NH4OH, aditivo utilizado para favorecer a formagao de
ions no modo negativo. A separagdo cromatografica foi realizada em composicdo gradiente de
acordo com a Tabela 1, com vazio de 0,3 mL min™".

Tabela 1. Composicao da fase movel aquosa (A) e organica (B) do método cromatografico para o modo de ionizagao
negativo.

Tempo (min) A (%) B (%)
0,0 70 30
5,0 20 80
6,0 20 80
11,0 70 30
16,0 70 30

A identificacdo e a quantificagdo dos compostos foram realizadas por espectrometria de

massas em um equipamento Agilent triplo quadrupolo (modelo 6410B). Os compostos foram
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ionizados em uma fonte de electrospray no modo negativo e foram monitorados pelo modo MRM

(Multiple Reaction Monitoring), de acordo com os parametros descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros da espectrometria de massas para os compostos analisados.

Anali fon precursor — fon produto Energia de Energia de colisdo
nalito
(m/z) fragmentacio (V) V)
220,9 — 163,0 70 12
2,4-D 218,9 —» 161,0 70 14
218,9 — 125,0 70 18
434,9 — 330,0 100 10
Fipronil 434,9 — 250,0 100 15
4349 — 183,0 100 30
419,0 — 3829 135 5
Fipronil sulfeto 419,0 —» 313,9 135 20
419,0 — 262.,0 135 28
451,0 — 4149 100 10
Fipronil sulfona 451,0 —» 2819 100 28
451,0 — 2439 100 40

Os limites de detecgao (LD) e quantificagdao (LQ) instrumentais foram obtidos pela relagao
sinal/ruido do equipamento. Para o LD utilizou-se uma razao sinal/ruido igual a 3 e para o LQ foi
utilizada uma razao sinal/ruido igual a 10. O coeficiente de determinagio (R?) foi obtido a partir

das curvas analiticas. Esses parametros estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Faixa linear, limite de detecgdo (LD), limite de quantificagdo (LQ) e coeficiente de determinagdo (R?) para
os analitos.

Analito Faixa linear (ug L) LD LQ R?
(ng L") (ng L")
2,4-D 1,0—-500,0 0,5 1,0 0,9979
Fipronil 0,1 —500,0 0,005 0,1 0,9981
Fipronil sulfeto 0,5-500,0 0,1 0,5 0,9970
Fipronil sulfona 0,1 -500,0 0,05 0,1 0,9962

5. Resultados e discussoes

5.1. Analises quimicas

Foram calculadas as concentragdes dos compostos analisados nas amostras (Tabela 4 ¢
Tabela 5), conforme metodologia previamente descrita. As concentragdes obtidas das andlises
para o 2,4-D (D1-D5) e fipronil (F1-F5), bem como solugdes-estoque e controle, sdo apresentadas

a seguir. A sigla LD (<LD) representa a auséncia de deteccao dentro das analises.
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Tabela 4. Concentra¢des dos compostos analisados nas amostras. Concentracdo final média e o desvio padrao de
2,4-D e Fipronil. R =réplica. Os metabdlitos do fipronil foram encontrados apenas na solugdo-estoque, sendo nos
valores de 5+ 0, 1 e 14,8 £ 0,1pg/L para fipronil sulfide e fipronil sulfona, respectivamente.

2,4D Fipronil
Treatments Final Conc. Média Desvpad Final Conc. Média Desvpad
ng/L ng/L ng/L ng/L
D1 (R1) 22394 22135 365 <LD <LD -
DI (R2) 21877 <LD
D2 (R1) 28838 28782 79 <LD <LD -
D2 (R2) 28726 <LD
D3 (R1) 36248 36118 183 <LD <LD -
D3 (R2) 35989 <LD
D4 (R1) 30045 29367 958 <LD <LD -
D4 (R2) 28690 <LD
D5 (R1) 34403 34717 444 <LD <LD -
D5 (R2) 35031 <LD
Estoque 2,4-D (R1) 345997 3426601 47187 <LD <LD -
Estoque 2,4-D (R2) 339325 <LD
F1 (R1) <LD <LD - 2,2 2,2 0,04
F1 (R2) <LD 2,2
F2 (R1) <LD <LD - 4.2 4,0 0,2
F2 (R2) <LD 3,9
F3 (R1) <LD <LD - 2,3 2,4 0,2
F3 (R2) <LD 2,5
F4 (R1) <LD <LD - 3,9 3,92 0,04
F4 (R2) <LD 3.9
F5 (R1) <LD <LD - 3,8 3,84 0,2
F5 (R2) <LD 3.9

Conforme indicado por Pinto et al. (2021), como os experimentos foram realizados com
formulagdes comerciais, as diferencas observadas entre os valores nominais e reais provavelmente

se devem a disparidades na composicao da formulagao.

5.2. Testes de sensibilidade
5.2.1. Teste de Sensibilidade com cloreto de sédio (NaCl) — C. dubia
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Foram obtidos como resultados das leituras dos parametros abioticos (pH, condutividade e
oxigénio dissolvido) e imobilidade do teste de sensibilidade com o cloreto de so6dio (NaCl) os

dados apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente para a espécie C. dubia.

Tabela 5. Parametros abidticos obtidos no teste de sensibilidade com cloreto de sdédio (NaCl) para C. dubia.

Parametros Iniciais Parametros Finais

Amostra (ug /L) pH Condutividade (nS) OD (mg/L) pH OD (mg/L)
Controle 7,58 207 7,02 7,65 6,86
600 7,56 1267 7,09 7,64 6,86

1000 7,57 1912 7,07 7,63 6,68

1300 7,56 2370 7,02 7,64 6,76

1600 7,52 2910 6,99 7,62 6,81

2200 7,52 4000 6,98 7,59 6,78

Tabela 6. Porcentagem de organismos iméveis (imobilidade) obtidos com o teste de toxicidade para C. dubia com
cloreto de sodio (NaCl).

Organismos imoéveis

Amostra (ug /L) 1 2 3 4 Total Y%
Controle 1/5 0/5 0/5 0/5 1 5%
600 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
1000 1/5 0/5 0/5 0/5 1 5%
1300 0/5 2/5 0/5 0/5 2 10%
1600 1/5 1/5 2/5 1/5 5 25%
2200 5/5 5/5 5/5 5/5 20 100%

5.1.2. Teste de Sensibilidade com cloreto de sédio (NaCl) — C. silvestrii

Foram obtidos como resultados das leituras dos parametros abidticos (pH, condutividade e
oxigénio dissolvido) e imobilidade do teste de sensibilidade com o cloreto de so6dio (NaCl) os

dados apresentados nas tabelas 7 e 8, respectivamente para a espécie C. silvestrii.
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Tabela 7. Parametros abioticos obtidos no teste de sensibilidade com cloreto de sddio para C. silvestrii.

Parametros Iniciais Parametros Finais
Amostra (nug /L) pH Condutividade (nS) OD (mg/L) pH OD (mg/L)
Controle 7,56 208 7,02 7,64 6,87
600 7,58 1263 7,08 7,65 6,87
1000 7,56 1909 7,06 7,64 6,66
1300 7,57 2368 7,02 7,64 6,78
1600 7,56 2909 6,97 7,63 6,82
2200 7,51 4000 6,99 7,60 6,79

Tabela 8. Porcentagem de organismos imdveis (imobilidade) obtidos com o teste de toxicidade para C. silvestrii com
cloreto de sédio (NaCl).

Organismos iméveis

Amostra (ug /L) 1 2 3 4 Total %
Controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
600 0/5 0/5 0/5 1/5 1 5%
1000 1/5 0/5 0/5 0/5 1 5%
1300 0/5 1/5 1/5 0/5 2 10%
1600 1/5 1/5 2/5 1/5 5 25%
2200 3/5 3/5 2/5 3/5 11 55%

5.2. Testes de toxicidade com os agrotoxicos

Foram realizados testes de toxicidade com os agrotoxicos (exposicdo de 24 h) afim de
verificar se as concentragdes a serem utilizadas nos testes de alimentacdo seriam subletais as

espécies utilizadas como organismo-teste.

5.2.1. Experimentos com o inseticida fipronil

Para os experimentos com o fipronil foram obtidos os seguintes dados para os parametros
abidticos da agua (pH, condutividade e oxigénio dissolvido) e efeitos de toxicidade do fipronil

(organismos imoveis) para C. dubia (Tabelas 9 e 10) e C. silvestrii (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 9. Pardmetros abidticos obtidos com o teste de toxicidade para C. dubia com Fipronil.

Parametros iniciais Parametros finais
Amostra
pH Condutividade (uS) OD (mg/L) pH OD (mg/L)
(ng/L)

Controle 7,65 128,5 7,55 7,78 7,6

0,4 7,63 195,8 7,55 7,85 7,63

0,8 7,74 193,1 7,58 7,91 7,69

1,2 7.7 193,9 7,53 7,88 7,76

1,6 7,71 196,0 7,60 7,90 7,75

2,0 7,73 195,6 7,62 7,88 7,79

Tabela 10. Porcentagem de organismos imdveis obtidos com o teste de toxicidade para C. dubia com Fipronil.

Organismos iméveis

Amostra (ug /L) 1 2 3 4 Total %
Controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

0,4 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

0,8 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

1,2 1/5 0/5 0/5 0/5 1 5%

1,6 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

2,0 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

Tabela 11. Pardmetros abidticos obtidos com o teste de toxicidade para C. silvestrii com Fipronil.

Parametros Iniciais Parametros Intermedidrios (antes das 4h) Parametros Finais
Amostra Condutividade Condutividade Condutividade
(ug/L) pH (1)) OD (mg/L) pH @) OD (mg/L) pH ®S) OD (mg/L)
Controle 7,62 167,6 8,87 7,81 173,0 7,69 7,17 66,7 7,52
0,4 7,67 172,4 9,18 7,86 174,0 7,65 7,14 65,4 7,36
0,8 7,71 170,9 7,38 7,81 175,1 7,59 7,26 72,5 7,37
1,2 2,72 169,2 7,36 7,83 174,8 7,67 7,44 78,1 7,4
1,6 7,66 169,8 9,09 7,63 174,6 7,62 7,52 79 7,41
2,0 745 172,1 9,04 7,73 174,2 7,68 7,45 78,4 7,27

Branco - - - 172 174,0 7,58 7,49 76,4 7,31




Tabela 12. Porcentagem de organismos iméveis obtidos com o teste de toxicidade para C. silvestrii com Fipronil.

Organismos iméveis

Amostra (ng /L) 1 2 3 4 Total %
Controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
0,4 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
0,8 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
1,2 1/5 0/5 0/5 0/5 1 5%
1,6 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
2,0 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

5.2.2. Experimentos com o herbicida 2,4-D

Para os experimentos com o 2,4-D foram obtidos os seguintes dados para os parametros
abidticos da agua (pH, condutividade e oxigénio dissolvido) e efeitos de toxicidade do 2,4-D
(organismos imoéveis) para C. dubia (Tabela 13) e C. silvestrii (Tabelas 14 e 15). Para C. dubia

nao houve organismos imoveis.

Tabela 13. Parametros obtidos com o teste de toxicidade para C. dubia com 2,4-D.

Parametros Intermediarios

Parametros Iniciais (antes das 4h) Parametros Finais

Amostra Condutividade oD Condutividade oD Condutividade oD

(mg/L) pH (uS) (mg/L) pH (1) (mg/L) pH (uS) (mg/L)
Controle 7,89 174,4 7,68 7,64 79,9 7,82 7,17 173 7,69
40x104 7,90 187,6 7,75 7,47 474 7,83 7,14 174 7,65
50x104 7,83 193,7 7,44 7,47 38,4 7,80 7,26 175,1 7,59
6,0x10* 7,88 196,1 7,73 7,45 37,2 7,79 7,44 174,8 7,67
70x104 7,89 200,0 7,69 7,48 44,2 7,89 7,52 174,6 7,62
80x10* 7289 205,0 7,69 7,55 81,2 7,85 7,45 174,1 7,68

Branco - - - 7,47 29,7 7,84 7,49 174,0 7,58
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Tabela 14. Parametros obtidos com o teste de toxicidade para C. silvestrii com 2,4-D.

Parametros Intermediarios
Parametros Iniciais (antes das 4h)

Parametros Finais
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Amostra Condutividade (0))] Condutividade oD Condutividade (0))]

(ng/L) pH (nS) (mg/L) pH (nS) (mg/L) pH (nS) (mg/L)
Controle 7,74 169,8 7,53 7,69 179,0 741 764 79,9 7,82
40x104 7,71 186,9 7,54 7,77 188,5 728 7147 474 7,83
50x104 7,69 188.9 7,52 7,75 1952 7,17 747 38,4 7,80
6,0x104 7,71 192,0 7,52 7,75 196,1 7,19 745 37,2 7,79
7,0x10% 7,69 206,0 7,60 7,73 209,0 7,11 748 443 7,89
8,0x104 7,68 201,0 7,43 7,75 205,0 7,07 7,55 81,2 7,85

Branco - - - 7,85 173,2 7,30 7,47 29,7 7,84

Tabela 15. Porcentagem de organismos imoveis obtidos com o teste de toxicidade para C. silvestrii com 2,4-D.

Organismos imoveis

Amostra (ng /L) 1 2 3 4 Total %
Controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
4,0x104 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
50x104 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%
6,0x104 0/5 0/5 1/5 0/5 1 5%
7,0x 104 1/5 0/5 0/5 0/5 0 5%
8,0x 104 0/5 0/5 0/5 0/5 0 0%

5.3. Testes de alimentacao

As analises estatisticas dos experimentos possibilitaram a compreensdo dos efeitos dos
agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) sobre as taxas de filtragio
e ingestao dos cladoceros quando expostos durante 24 horas aos produtos formulados. Também
permitiu o entendimento da capacidade de recuperacdo dos organismos submetidos ao teste de

pos-exposi¢ao (sem contaminagdo) por um periodo de 4 horas.

5.3.1. Teste de alimentac¢ao do cladocero Ceriodaphnia silvestrii

Em relagdo aos experimentos com a C. silvestrii, ap6s as 24 horas de exposi¢do aos agrotoxicos,
os resultados mostraram, no caso do fipronil, que os clad6ceros expostos tratamentos F1, F2, F3,
F4, e F5 diferem do controle tanto em relagao a filtracdo quanto ingestdo,respectivamente (One
Way ANOVA; F5 =442.70, p < 0.05; Dunnet test, p < 0.05) e (One Way ANOVA; F5 =166,07,
p < 0.05; Dunnet test, p < 0.05; Figura 4). Observou-se que, as taxas de filtragdo e ingestdo

aumentaram concomitantemente com o aumento de concentracdo de fipronil. Desse modo, tal
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resultado pode pressupor o aumento de vulnerabilidade e a construcdo de uma situacao de
estresse no claddcero, uma vez que o organismo possivelmente usou sua alimentagdocomo meio
de acelerar o metabolismo, demonstrando uma tentativa de desintoxicagdo (Araugjo etal., 2019).
Assim, o aumento das taxas de filtragao e ingestao podem ser considerados fatores de disturbios
alimentares causado pela exposi¢ao do organismo ao fipronil.

Schamphelaere e Janssen (2004) também observaram que a exposi¢ao de Daphnia magna
ao metal cobre (Cu) causou aumento nas taxas alimentares desse organismo. Foi ressaltado que
alteragdes na alimentacdo do organismo estdo intrinsicamente relacionadas a outros parametros
vitais como sobrevivéncia, desenvolvimento, crescimento e reprodugdo do organismo (Maltby,
1994). Estudos demonstram que a avaliagdo na taxa de alimentacdo em cladoceros, na maioria
dos casos ¢ mais sensivel do que a avaliagdo de mortalidade e reproducdo (Taylor et al., 1998;
Barata and Baird, 2000; Pereira et al., 2017).

Em contrapartida, os resultados de pds-exposi¢cdo ao fipronil ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas nas taxas de filtracdo e ingestdo em comparacdo ao controle e assim,
indicam uma provavel recuperacdo da espécie C silvestrii no periodo apds 4 horas em meio nao
contaminado (One Way ANOVA; F5 = 1,123, p = 0,384; One Way ANOVA; F5 = 1,193, p =
0,352, respectivamente (Figura 4B).

Figura 4. Dados de filtragdo e ingestdo referente ao cladocero C. silvestrii, exposto ao composto Regent® 800 WG
(i.a. fipronil) apds 24h (A) e pos-exposicao - 4 h (B).
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Quanto aos testes realizados com o produto formulado de 2,4-D, foi possivel observar que

ap6s o periodo de exposi¢ao de 24 horas, os efeitos referentes a taxa de filtracao diferiram
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estatisticamente para os organismos expostos ao tratamento D5, quando comparados aos do
controle (One Way ANOVA; F5 = 5,07, p < 0.05; Dunnet test, p < 0.05; Figura 5SA). Na andlise
da taxa de ingestao, o controle difere estatisticamente das amostras D1 e D5 (One Way ANOVA;
F5=5,38, p <0.05; Dunnet test, p < 0.05; Figura 5A). Portanto, para as amostras que continham
o herbicida, observou-se através das andlises, que ambas as taxas mantiveram uma constancia
independentemente da elevag¢do nas concentragdes de 2,4-D. Para as andlises de pds-exposicao,
ndo foi observada nenhuma variacao significativa nas taxas de filtracdo e ingestdo (One Way
ANOVA; F5 = 1,143, p = 0,374; One Way ANOVA; F5 = 0,582, p = 0,714; respectivamente
(Figura 5B).

Figura 5. Dados de filtragdo e ingestdo referente ao cladocero C. silvestrii, exposto ao composto DMA® 806 WG (i.a.
2,4-D) ap6s 24h (A) e pos-exposi¢ao - 4 h (B).
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Os resultados deste estudo, corroboram com os encontrados em Silva et. al. (2021), onde
C. silvestrii foi exposta a estes dois agrotoxicos, tanto isolados quanto em mistura por um periodo
de 4 dias e ndo foram observadas variagdes nas taxas de filtracdo pos-exposicao. Tal fato também
foi observado quando os cladéceros D. magna foram expostos ao inseticida carbaril, o qual ndo
houve alteragdo da atividade alimentar do organismo em periodo de pds-exposicao (De Coninck
etal., 2013).

Diante dos dados obtidos, observou-se que o cladécero C. silvestrii apresenta maior
sensibilidade ao composto fipronil quando comparado ao 2,4-D. Além disso, estudos anteriores,
indicam que o inseticida ¢ mais toxico do que o herbicida para esse grupo taxondmico quando
analisados diferentes parametros (sobrevivéncia, reproducdo e taxa intrinseca de crescimento
populacional) (Silva et. al., 2020; Moreira et al. 2020).

Por conseguinte, apesar da premissa de que ndo houve diferencas estatisticas
significativas quanto a pos- exposi¢do, ¢ importante ressaltar que as espécies, em ambientes

naturais, estdo continuamente



expostas a determinado contaminante e/ou sdo expostas a mais tempo e mais de uma vez a
diferentes compostos e.g., os agrotoxicos (Wu et al., 2016). Segundo Enserink (1991), mesmo em
casos no qual ndo se observam efeitos deletérios sobre determinada espécie em testes isolados, o
contato ¢ interagdo de diferentes substancias pode levar a alteragdes dos efeitos sobre os
organismos, no qual, em agdo conjunta, os agentes toxicos podem causar efeitos potencializados.
Assim, apesar dos testes de toxicidade isolados serem importantes e ajudar no entendimento dos
impactos causados pelo uso de substancias e seus efeitos sob organismos do ecossistema aquatico,
devemos considerar também seus efeitos em mistura, como ja vem ocorrendo em outros estudos
envolvendo agrotéxicos (Zhou et al., 2010; Mansano et al., 2020; Silva et al., 2021). Por isso, em
estudos futuros, ao ser analisada a toxicidade de agrotoxicos sobre a capacidade alimentar de
cladéceros, a inclusdo de misturas desses compostos pode retratar importantes respostas, nao

obtidas quando sdo analisados efeitos de forma isolada.

5.3.2. Teste de alimentacao do claddécero C. dubia

Nos experimentos realizados com a C. dubia em exposicao ao fipronil, tanto as taxas de
filtracdo quanto ingestdo no periodo apos as 24 horas de exposicdo, observou-se diferencas
estatisticas dos tratamentos F3, F4 e F5 em relacdo ao controle, respectivamente (One Way
ANOVA; F5 = 13,34, p <0.05; Dunnet test, p < 0.05) e (One Way ANOVA; F5 = 16,866, p <
0.05; Dunnet test, p < 0.05; Figura 6A). Com base nessa analise, pode-se inferir que a partir da
concentracdo F2,as concentragdes de fipronil podem ser decisivas para a inibi¢do das taxas de
alimentacdo e de ingestao.

Essa diminui¢do significativa de taxas de alimenta¢do pode estar relacionada a presenca de
particulas adsorvidas nos apéndices de filtragem e esse acimulo pode ter prejudicado a sua
capacidade de alimentagdo, assim como demonstram estudos anteriores com alto acimulo e baixa
depuracdo de NPs (Zhao e Wang, 2011; Zhu et al., 2010) e aglomerados aderidos ao aparelho de
filtragem (Asghari et al., 2012; Ribeiro et al., 2014). Em suma, agrotoxicos sdo substincias com
potencial de alteracdo na taxa de alimentagao dos cladoceros, uma vez que, a alimentagdo desses
organismos ¢ dependente do movimento do apéndice, que ¢ coordenado pelo sistema nervoso e
que por sua vez, pode ter sua funcdo prejudicada pela exposicdo a inseticidas (Villarroel et al.,
1999).

A analise estatistica de pos-exposi¢cdo nao apresentou nenhuma alteragdo significativa para
as taxas de filtragdo (One Way ANOVA; F5 = 1,294, p = 0,31; Figura 6B) e ingestdo (One Way

ANOVA; F5 = 1,256, p = 0,355; Figura 6B). Isso pode indicar que o curto periodo de andlise (4
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horas) ndo constate efeitos que podem ocorrer em exposi¢des mais prolongadas. Embora as
avaliagdes com agrotoxicos realizadas a curto prazo apresentem a potencialidade de levar a perdas
individuais e populacionais para as espécies em questao, o que ocasiona uma série de alteragdesna
estrutura da comunidade aquatica (Beketov e Liess, 2008; Liess, 2002; Liess et al., 2006),
experimentos de longo prazo realizados com inseticidas apontam que esses efeitos podem
permanecer ao longo das geracdes (Hanson et al.,, 2007; Liess e Beketov, 2011).
Especificamente, no caso de aplicagdes com o fipronil, apos a utilizagdo sucessiva deste e do
inseticida imidacloprida, organismos como artropodes, macroinvertebrados, zooplancton e
comunidades de peixes sofreram efeitos toxicos suficientes para desestabilizar o sistema aquatico

por dois anos (Hayasaka et al., 2012).

Figura 6. Dados de filtragio e ingestdo referente ao cladécero C. dubia, exposto ao composto Regent® 800 WG (i.a.
fipronil) apos 24h (A) e pos-exposicédo - 4 h (B).
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Em relacdo aos testes executados com o produto formulado de 2,4-D e C. dubia, os
resultados estatisticos demonstram que no periodo de 24 horas, as amostras D2, D3, D4 e D5
diferem consideravelmente do controle, em ambas as taxas de filtragdo e ingestdo, respectivamente
(One Way ANOVA; F5 = 8,136, p < 0.05; Dunnet test, p < 0.05) e (One Way ANOVA; F5 =
8,745, p < 0.05; Dunnet test, p < 0.05; Figura 7A). Estudos apontam que o consumo de alimentos
pode representar até 40% do gasto de energia de cladoceros (Philippova et al., 1988; Barber et al.,
1994) e que, os compostos como o herbicida 2,4-D diminuem o metabolismo (Barber et al., 1994)
e consequentemente, diminuem a filtragdo e ingestao desse grupo de cladéceros. No entanto, os
efeitos dessa andlise demonstram que as taxas de filtragdo e ingestdo foram maiores quando o
organismo estavaexposto ao composto, demonstrando a importancia de aumentar o numero de

estudos comdiferentes organismos, pois os efeitos de xenobidticos sdo espécie-especifico.
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Em contrapartida, ndo foi possivel observar diferencas expressivas no comportamento de
filtracao (One Way ANOVA; F5=1,25, p =0,327; Figura 11) e ingestdo (One Way ANOVA; F5
= 1,246, p = 0,329; Figura 7B) no periodo de pos-exposi¢ao. Os resultados de pos-exposi¢cao dos
cladéceros C. dubia demonstraram majoritariamente respostas de equilibrio das taxas de filtracao
e ingestdo, quando comparadas ao controle. No entanto, houve uma diminui¢do nas taxas de
filtracdo e ingestdo na concentracdo maxima do experimento, embora ndo tenha sido significativa
estatisticamente. Pode-se ter como hipotese, o fato de que que o zooplancton possa ter diminuido
a sua energia gasta com alimentacao e filtracdo para utilizar seu gasto energético para atender

outras atividades vitais como respiragdo, movimentagdo e desintoxicacao.

Figura 7. Dados de filtracdo e ingestdo referente ao cladécero C. dubia, exposto ao composto DMA® 806 WG (i.a.
2,4-D) apos 24h (A) e pos-exposicao - 4 h (B).
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Ao comparar os resultados nos dois graficos, ndo foi possivel estabelecer um padrao em
relacdo as taxas de filtragdo e ingestdo as concentracdes de 2,4-D, o que torna evidente que
houve um desequilibrio funcional da espécie, devido a oscilagdo de ambas as taxas,
provavelmente ocasionado pela adicao de agrotdxico aos testes. Por fim, pode-se observar maior
sensibilidade da

C. dubia ao composto 2,4-D quando comparada a resposta de C. silvestrii a esse herbicida.

5.3.3. Efeitos de agrotoxicos sobre a alimentacao de claddceros

Por fim, foi possivel sumarizar os resultados obtidos no presente estudo através da tabela

16.

32



Tabela 16. Respostas dos testes de alimentacdo realizados com cladoceros como organismo-teste apds sofrerem
exposi¢do ao Fipronil e 2,4-D

Composto (Agrotoxico) Cladécero Periodo Resposta observada na alimentagio (ingestio e filtragio)
Fipronil C. silvestrii Apos 24h Aumento
Fipronil C. silvestrii Apbs 4h Oscilagdo
2,4-D C. dubia Apo6s 24h Aumento
2,4-D C. dubia Apo6s 4h Diminuigédo
Fipronil C. dubia Apb6s 24h Oscilagdo
Fipronil C. dubia Apbs 4h Oscilagdo
2,4-D C. silvestrii Apos 24h Aumento
2,4-D C. silvestrii Apos 4h Diminuigédo

Apesar das espécies C. dubia e C. silvestrii apresentarem similaridade tanto no ciclo de
vida e na sensibilidade a substancias quimicas, os resultados obtidos para C. silvestrii, expressam
maior realismos as condi¢cdes dos ambientes tropicais e subtropicais. Por isso os testes com as
espécies sao de suma importancia para fundamentar leis e normas que estabelecem limites de
concentragdes seguras para o descarte de produtos nos corpos d’agua visando a protecdo da vida
aquatica.

Estudos anteriores também demonstraram diferentes efeitos de agrotoxicos sobre a
alimentagdo de claddceros e estdo apresentados na tabela 17. Nela, podemos observar o

composto, a resposta observada, a forma de avaliagao do teste de alimentagao e a metodologia de

analise.

Tabela 17. Respostas de testes de alimentacdo realizados com claddoceros como organismo-teste com diferentes
agrotoxicos.

Composto Resposta observada na

F d liaga Metodologi
(Agrotoxico) alimentacio orma de avatiagio etocologia

33



Acetaprimida

Cipermetrina

Diminuigao

Diminui¢ao

Atividade do membro toraxico

Atividade do membro toraxico

Analise digital de video
Analise digital de video
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Deltametrina Diminuigao Taxa de alimentacdo Estimativa espectofotométrica da
densidade de alga no meio

Carbaryl Sem efeito Filtragao Determinagdo da mudanga do numero de
células no meio
Fenvalerato Diminuigéo Filtragao Determinagdo da mudanga do numero de
células no meio
Tetradifon Diminuigdo Taxa de alimentacdo Determinagao da mudanga do niimero de
células no meio
Endosulfan Diminuigao Filtragdo, taxa de ingestdo Determinagdo da mudanga do numero de
células no meio
Diazinon Diminuigdo Filtragdo, taxa de ingestdo Determina¢do da mudanga do niimero de
células no meio
Cyhalotrina Diminuigao Atividade do membro toraxico, taxa Estimativa espectofotométrica da
de alimentag@o densidade de alga no meio

Fonte: Adaptado de Bownil (2019).

O zooplancton possui um papel ecologico importante, desde participar da cadeia alimentar,
ingerindo microorganismos como bactérias, protozoarios e microalgas. S0 considerados como
organismos estratégicos na dissipac¢do energética dos ecossistemas aquaticos € na manutengao e
orientagdo das teias troficas aquaticas (Roche; Rocha, 2005). Desse modo, a inibi¢ao ou estimulo
da atividade alimentar pode resultar em alteracdes na estrutura e dindmica de funcionamento
ecossistémico (Ngai & Srivastava, 2006).

Desse modo, o desequilibrio da atividade alimentar em cladoceros ocasionada pela
presenca de compostos como fipronil e 2,4-D e outros agrotoxicos como indicado na tabela 17
pode afetar diretamente a cadeia trofica aquatica. O cendrio pode ser mais preocupante em relacao
a comunidade zooplanctdnica que vive em corpos d’agua localizados proximos a areas agricolas
ou industriais, onde a concentragao desses contaminantes pode ser maior do que as testadas no
presente estudo para o fipronil, como por exemplo, o fipronil ja foi detectado em uma concentragao
ambiental de até 465 pg/L no estado de Sdo Paulo (CETESB 2018) e ao redor do mundo as
concentragdes variaram de 0,7 a 153 pg/L de fipronil (Fang et. al., 2019).

6. Conclusao

Este estudo mostrou que apesar das espécies serem monofiléticas, ambas apresentaram
respostas distintas no que diz respeito a capacidade alimentar (filtragdo e ingestdo), quando
expostas aos agrotoxicos fipronil e 2,4-D por 24 horas. Sendo que, C. silvestrii apresentou maior
sensibilidade ao fipronil, enquanto que, C. dubia demonstrou maior sensibilidade ao 2,4-D. Na
avaliagdo de pos-exposicdo, em meio sem contaminagdo, ambas as espécies ndo apresentaram
diferengas estatisticas nas taxas de filtragdo e ingestdo, demostrando um possivel mecanismo de

recuperacgao dos efeitos da exposi¢do aos compostos.
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