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RESUMO

SILVA, L. C. M Efeito da aclimatagdo termal sobre a sensibilidade e toxicidade
termo-dependente ao Glifosato para Ceriodaphnia silvestrii. 2017. Dissertacdo
(Mestrado) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao
Carlos, 2017.

Nos ultimos anos é crescente 0 nimero de estudos que preocupam-se em compreender
como as mudancas climaticas podem interferir no equilibrio dos ecossistemas globais.
Dentre as linhas de pesquisa destacam-se as avaliacdes de toxicidade quimica termo-
dependente (TQTD) ja que uma das principais previsdes € o aumento da temperatura
global. Esta varidvel ambiental por si s6, pode influenciar processos bioldgicos
essenciais de organismos aquaticos ectotérmicos modificando a sensibilidade frente ao
estresse ambiental. No entanto, ndo se deve subestimar a capacidade dos organismos a
lidar com condi¢Ges ambientais adversas, por isso, estudos atuais estdo considerando
aspectos de aclimatagdo e adaptacdo a cendrios desfavoraveis. A partir deste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito da aclimatacdo na toxicidade
quimica termo-dependente para uma substancia de referéncia (NaCl) e um herbicida
(AKB®) que tem como principio ativo o Glifosato, substancia mais utilizada em
agroquimicos no pais. O organismo-teste utilizado foi o cladocero Ceriodaphnia
silvestrii, organismo padronizado para testes ecotoxicolégicos e que possui papel chave
na cadeia trofica e ciclo de energia do sistema. Os experimentos foram realizados
combinando a metodologia de testes padronizados utilizando trés temperaturas (20°C,
25°C e 30°C). A aclimatacdo foi avaliada através da exposicdo direta e parental a
condigdes diferenciadas de temperatura. O endpoint foi a imobilidade dos organismos,
sendo que a toxicidade e os efeitos da aclimatacdo foram analisados no programa R
3.3.2. Os resultados obtidos demonstraram um efeito significativo da temperatura na
toxicidade de NaCl e do herbicida AKB® para Ceriodaphnia silvestrii. A tendéncia
geral observada foi de TQTD positiva, com excecdo da temperatura de origem 25°C nos
testes com o herbicida. A aclimatagdo promoveu diferencas tanto na toxicidade como na
distribuicdo da sensibilidade dos organismos, evidenciando a importancia de incorpora-

la na avaliacdo da toxicidade termo-dependente de xenobidticos.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Cladocera. Herbicida. Mudanca Climatica. Temperatura.



ABSTRACT

SILVA, L. C. M. The effect of thermal acclimation on the sensitivity and
temperature-dependent toxicity of Glyphosate to Ceriodaphnia silvestrii. 2017.
Dissertation (MSc) — School of Engineering of Sdo Carlos, University of S&o Paulo, Sdo
Carlos, 2017.

In recent years there has been a growing number of studies that are concerned with
understanding how climate change can interfere with the balance of global ecosystems.
Among the lines of research are the evaluations of temperature-dependent chemical
toxicity (TDCT), since one of the main predictions is the increase in global temperature.
This environmental variable alone can influence the essential biological processes of
aquatic ectothermic organisms by modifying the sensitivity to environmental stress.
However, the ability of organisms to deal with adverse environmental conditions should
not be underestimated, so current studies are considering aspects of acclimation and
adaptation to unfavorable scenarios. The objective of this study was to evaluate the
effect of acclimation on the temperature-dependent chemical toxicity of a reference
substance (NaCl) and an herbicide (AKB®) which has as its active ingredient
glyphosate, the most used substance in agrochemicals in the country. The organism
used was the cladoceran Ceriodaphnia silvestrii, standardized organism for
ecotoxicological tests and which has key role in the trophic chain and energy cycle of
the system. The experiments were performed by combining the standardized test
methodology using three temperatures (20°C, 25°C and 30°C). The acclimation was
evaluated through direct and parental exposure to different temperature conditions. The
endpoint was the immobility of the organisms, and the toxicity and effects of
acclimation were analyzed in software R 3.3.2. The results showed a significant effect
of temperature on the toxicity of NaCl and the herbicide AKB® for Ceriodaphnia
silvestrii. The overall trend observed was positive TDCT, except for the 25°C source
temperature in the tests with the herbicide. The acclimation promoted differences in the
toxicity and the distribution of the sensitivity of the organisms, evidencing the
importance of incorporating it in the evaluation of the temperature-dependent toxicity of

xenobiotics.

Keywords: Acclimation. Cladocera. Climate Change. Herbicide. Temperature.
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Capitulo I A Problematica das Mudancas Climaticas Globais
1. REVISAO DA LITERATURA
1.1. Mudangcas climaticas e o0 uso de pesticidas

Mudancas climéticas sdo atualmente uma das principais ameagas aos ecossistemas
aquaticos. Estes ecossistemas sdo particularmente sensiveis a, por exemplo, periodos
longos de seca ou aumento na precipitacdo, ondas de calor ocasionando aumento da
temperatura, entre outros eventos extremos cuja frequéncia é prevista de aumentar até o
final do século (MOE et al., 2013). Entretanto, as alteracBes ambientais causadas por
mudancas climéaticas sdo apenas um dos multiplos estressores aos quais estes
ecossistemas estdo expostos. A compreensdo das interacdes entre mudancas climaticas e
estes estressores é de grande importancia nas avaliagdes de riscos ambientais, pois esta

interacdo pode alterar a resposta dos organismos a exposicdo (NOYES et al., 2009).

Dentre 0s estressores antropogénicos mais comuns em ecossistemas aquaticos esta a
poluicdo ambiental por aditivos agricolas, especialmente pesticidas, que tém como
objetivo diminuir a proliferacdo de pragas, doencas e plantas daninhas das culturas
(STEFFENS et al., 2013). Essas substancias estdo sendo cada vez mais utilizadas ao
redor do planeta e inclusive no Brasil, onde as vendas desses produtos subiram 194%
em 12 anos (2000-2012) com o estado de Sdo Paulo liderando o ranking do pais desde
2009 (IBAMA, 2013).

As alteragdes no ambiente associadas as mudangas climaticas estdo modificando
diretamente a disponibilidade dessas substancias e processos quimicos essenciais como
volatilizagdo, degradacdo e escoamento (DABROWSKI et al., 2002; BAILEY, 2004,
BENITEZ et al., 2006), afetando com isso 0s organismos ndo-alvo desses compostos.
Enquanto eventos extremos de seca poderdo resultar na maior degradacdo dos
agrotoxicos, reduzindo a concentracdo dos mesmos no solo e na agua, solos muito
umidos, pelo aumento da precipitacdo, podem degrada-los para outras substancias

toxicas que podem possuir maior mobilidade no sistema (BERG et al., 1999).

Modelos ambientais tém sugerido que as concentragcbes de contaminantes no
ambiente aquatico aumentam com tempestades mais intensas (CHIOVAROU;
SIEWICKI, 2007), ja que esses eventos favorecem o transporte desses compostos para

os corpos d’agua, tanto por lixiviagdo como por escoamento superficial, ocasionando
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problemas graves de contaminagdo ambiental (NOYES et al., 2009). Os processos de
volatilizacdo também podem ser potencializados levando os contaminantes para outros
sitios pouco expostos anteriormente, prejudicando os organismos locais. De acordo com
as propriedades fisicas e quimicas de um agrotoxico, seu modo de aplicacdo e as
condicBes ambientais, a perda por volatilizacdo pode chegar até 50% do volume
aplicado (BERG et al., 1999).

Modificacdes nos padrdes de precipitagdo também podem influenciar mudangas no
uso da terra, alterando os padrdes de aplicacdo de pesticidas e herbicidas e a distribuigéo
e abundancia de pragas e ervas daninhas. O periodo anual das culturas também pode ser
modificado estabelecendo novas culturas em regides ainda inexploradas para este fim
(BLOOMFIELD et al., 2006).

Apesar da evidéncia de que mudancgas climéticas alteram o uso e a disponibilidade
de pesticidas no ambiente (STEFFENS et al., 2013), o que sabemos sobre o efeito
interativo de mudancas climéticas e pesticidas sobre ecossistemas aquaticos ainda é
insuficiente. Um dos efeitos mais relevantes, porém ainda pouco investigado, é a
alteracdo da toxicidade destes pesticidas com o aumento da temperatura observada em

ambientes aquaticos em resposta as mudancas climaticas.

1.2. Variaveis ambientais e toxicidade termo-dependente

Quando se fala em alteragBes climéaticas e seus eventos extremos, deve-se
lembrar também das variaveis ambientais que sdo influenciadas afetando a sensibilidade
dos organismos mesmo se ndo ocorrerem modificacbes na concentragdo dos
contaminantes (HOOPER et al., 2013). Varidveis como pH, salinidade, radiacdo
ultravioleta e temperatura séo citadas como grandes influéncias na toxicidade de
substancias quimicas (MAYER; ELLERSIECK; SERVICE, 1986; BREZONIK PL,
KING SO, MACH CE, 1991; ZEPP et al., 2007; DELORENZO et al., 2009). Dentre
essas variaveis, a temperatura é um fator determinante para a homeostase em
organismos aquaticos, ja que grande parte dos organismos presentes no sistema sdo
animais ectotérmicos, sendo assim, as condic¢des térmicas locais afetam diretamente a
fisiologia, 0 metabolismo e outros processos bioldgicos essenciais destes organismos
(PARSON, P.A., 1961; LYDY; BELDEN; TERNES, 1999; CHANG et al., 2007). Por

exemplo, a temperatura pode alterar a toxicocinética das substancias quimicas fazendo
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com que 0s processos de absorcao quimica, eliminacdo e desintoxicacdo sejam alterados
no sistema fisioldgico dos organismos ectotérmicos. Sendo assim, é conveniente avaliar
sua influéncia na toxicidade de outros estressores, como 0s pesticidas, relacdo essa
conhecida como toxicidade quimica termo-dependente (TQTD) (ZHOU et al., 2014).

Estudos sobre a TQTD mostram que apesar de complexa ela geralmente possui
uma relagdo positiva com os xenobi6ticos (HEUGENS et al., 2001). Apesar disso, deve-
se tomar cuidado ao extrapolar os resultados de TQTD ja que ela pode apresentar
diferentes respostas dependendo da espécie do organismo e do quimico testado (KWOK
et al., 2007), como por exemplo o caso dos inseticidas piretrdides que apresentam
respostas tanto positivas quanto negativas de TQTD (RATUSHNYAK; ANDREEVA,;
TRUSHIN, 2005; WESTON et al., 2009). Alguns exemplos dos testes ja realizados

sobre as relacdes entre temperatura e toxicidade sdo apresentados na Tabela 1.

O estagio de desenvolvimento dos organismos investigados também pode afetar
as respostas observadas de TQTD. VariacBes ontogenéticas (diferentes respostas
dependendo de seu estagio de vida) na TQTD podem ser observadas, como
demonstrado em trabalhos realizados com o molusco Physella acuta que apresentaram
relacdo positiva no crescimento e reproducdo, porém a toxicidade do fungicida
pirimetanil para os embriGes € maior em temperaturas abaixo da condicdo Otima
(SEELAND et al., 2013). Sendo assim, variacbes ontogenéticas, fisioldgicas e
metabdlicas tornam complexa a extrapolacdo de efeitos nos estudos de TQTD entre
espeécies diferentes. Além disso, de forma a se avaliar experimentalmente os efeitos da
TQTD é necessario considerar também a capacidade dos organismos de aclimatagéo e

adaptacdo ao meio estressante.
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Tabela 1 — Relacgdo entre temperatura e toxicidade para organismos de ambientes aquaticos. O simbolo 1 indica uma relacdo positiva da toxicidade com a
temperatura, | indica uma relacdo negativa entre toxicidade e temperatura, e — indica henhuma relacao entre toxicidade e temperatura*.

Grupo Temperaturas Toxicidade
Substancia quimica Espécie PO P termo- Referéncia
taxonomico testadas
dependente
Abamectina/Imidacloprid Copera annulata Insecta 25,30e 35°C 1 CHANG et al. (2007)
Acetaminofeno Daphnia magna Crustacea 15,21 e 25°C 1 KIM et al. (2010)
Atrazina Microcystis aeruginosa Cyanobacteria 10, 15e 25°C ! CHALIFOUR; JUNEAU (2011)
Atrazina Scenedesmus obliquus Chlorophyta 10, 15e 25°C ! CHALIFOUR; JUNEAU (2011)
Cadmio Daphnia magna Crustacea 20°C e 26°C 1 LEWIS; HORNING (1991)
Daphnia pulex
Cadmio Moina Irrassa Crustacea 20, 25 e 30°C 1 Z0U; BU (1994)
Céadmio Porcellio scaber Crustacea 12, 16, 20 e 24°C ! éggDBEL'LATEIF; DONKER; VAN STRAALEN
Céadmio Nucella lapillus Mollusca 5e10°C 1 LEUNG; TAYLOR; FURNESS (2000)
. - 10, 13, 16, 20, 23, 26,
Céadmio Daphnia magna Crustacea 29 32 @ 359C 1 HEUGENS et al. (2003)
Céadmio Crassostrea virginica Mollusca 20 e 28°C 1 LANNIG; CHERKASOV; SOKOLOVA (2006)
Cadmio Orconectes immunis Crustacea 17,20, 23 e 27°C 1 KHAN et al. (2006)
Cadmio Thalassiosira nordenskioeldii ~ Bacillariophyceae 18,24 ¢ 30,5°C 1 WANG; WANG (2008)
Céadmio Lymnaea Luteola L. Mollusca 15, 20, 25 e 30°C 1 (SZA(‘)TSITA DAS; SHARMA; TABREZ AHMAD
_ Chironomus riparius 20e 27°C
Céadmio Chironomus yoshimatsui Insecta 20 & 30°C 1 MO et al. (2013)
Carbaryl Rana clamitans Amphibia 17,22 e 27°C 1 BOONE; BRIDGES (1999)
Cobre Moina Irrassa Crustacea 20, 25 e 30°C 1 ZOU; BU (1994)
Cobre Gammarus pulex Crustacea 15,20 e 25°C 1 BAT et al. (2000)
Cobre Dreissena polymorpha Mollusca 15,20 e 25°C 1 RAO; KHAN (2000)
Cobre Orconectes immunis Crustacea 17,20, 23 e 27°C 1 KHAN et al. (2006)
Cobre Daphnia pulex Crustacea 10, 20 e 30°C 1 BOECKMAN; BIDWELL (2006)
Diaptomus clavipes

Cobre Moina macrocopa Crustacea 22e27°C 1 NANDINI; PICAZO-PAEZ; SARMA (2007)
Cobre Lymnaea Luteola L. Crustacea 15, 20, 25 e 30°C 1 (SZA(‘)TSITA DAS; SHARMA; TABREZ AHMAD
Cobre Oreochromis mossambicus Peixe 19, 29°C 1 NUSSEY; VAN VUREN; DU PREEZ (1996)
Chumbo Gammarus pulex Crustacea 15,20 e 25°C 1 BAT et al. (2000)
Chumbo Orconectes immunis Crustacea 17, 20, 23 e 27°C 1 KHAN et al. (2006)
Clorobenzeno Daphnia magna Crustacea 20 e 24°C 1 COWGILL; TAKAHASHI; APPLEGATH (1985)



Clorpirifds
Clortetraciclina

Cromo

Diazinon

Dietanolamina

Dodecil sulfato de sodio
Enrofloxacina
Esfenvalerate (piretréide)
Esfenvalerate (piretréide)
Etanol

Etileno

Fenol

Glifosato

Glifosato

Glifosato

Mistura: ethoprop e malathion

Mercurio
Niquel
Paration

Pentaclorobenzeno
Pentaclorofenol

Piretroides

Piretrdides
Piretréides
Pirimetanil

Sulfato de cobre
Zinco
Zinco

Chironomus tentans
Daphnia magna

Daphnia magna

Danio rerio
Ceriodaphnia dubia
Daphnia magna
Daphnia magna

Leopard frog Rana spp.

Monoporeia affinis
Ceriodaphnia dubia
Ceriodaphnia dubia
Ceriodaphnia dubia
Ceriodaphnia dubia
Salmo gairdneri
Lepomis macrochirus
Oncorhynchus kisutch

Lymnaea Luteola L.

Danio rerio
Chironomus tentans
Chironomus riparius
Chironomus tentans
Simocephalus vetulus

Anolis carolinensis

Daphnia magna
Hyalella azteca
Chironomus riparius

Ictalurus punctatus
Moina Irrassa
Gammarus pulex

Insecta
Crustacea

Crustacea

Chordata
Crustacea
Crustacea
Crustacea
Amphibia
Crustacea
Crustacea
Crustacea
Crustacea
Crustacea
Peixe
Peixe
Chordata

Mollusca
Chordata
Insecta

Insecta
Crustacea

Chordata

Crustacea
Crustacea
Insecta

Chordata
Crustacea
Crustacea

10,20 e 30°C
15,21 e 25°C

20e25°C

26, 28, 30 e 33.5°C
20 e 24°C
20°C e 26°C
15,21 e 25°C
18,20 e 22°C
4e10°C
20 e 24°C
20 e 24°C
20 e 24°C
20, 25 e 30°C
7,12,17°C
7,12,17°C
12,15,18,e21C

15, 20, 25 e 30°C
26-33,5°C
10,20 e 30°C

10, 20 e 30°C
16 e 22°C
15, 20, 25,30, 35 e
38°C

23 e 28°C

13, 18, 23, e 28C.
11,14,16,22,25¢
28°C
21,23,25e27°C
20, 25 e 30°C
15,20 e 25°C
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LYDY; BELDEN; TERNES (1999)

KIM et al. (2010)

MARTINEZ-JERONIMO; MARTINEZ-
JERONIMO; ESPINOSA-CHAVEZ (2006)
OSTERAUER; KOHLER (2008)

COWGILL; TAKAHASHI; APPLEGATH (1985)
LEWIS; HORNING (1991)

KIM et al. (2010)

MATERNA; RABENI; LAPOINT (1995)
JACOBSON; PREVODNIK; SUNDELIN (2008)
TAKAHASHI; COWGILL; MURPHY (1987)
COWGILL; TAKAHASHI; APPLEGATH (1985)
COWGILL; TAKAHASHI; APPLEGATH (1985)
TSUI; CHU (2003)

FOLMAR; SANDERS; JULIN (1979)

FOLMAR; SANDERS; JULIN (1979)

LAETZ et al. (2014)

SANGITA DAS; SHARMA; TABREZ AHMAD
(2012)

SCHEIL; KOHLER (2009)

LYDY; LOHNER; FISHER (1990)

LYDY; BELDEN; TERNES (1999)

LYDY; BELDEN; TERNES (1999)

WILLIS; LING; CHAPMAN (1995)

TALENT (2005)

RATUSHNYAK; ANDREEVA; TRUSHIN
(2005)
WESTON et al. (2009)

MULLER et al. (2012)

PERSCHBACHER (2005)
ZOU; BU (1994)
BAT et al. (2000)

* Esta € uma lista complementar aquela apresentada em HEUGENS et al. (2001)
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1.3. Aclimatacao e adaptacdo em um cenario de mudancas globais
A aclimatacdo € a capacidade de uma espécie desenvolver caracteristicas

fenotipicas plasticas de forma a garantir sua sobrevivéncia em uma nova condigdo
ambiental (ANGILLETTA, 2009). A aclimatacdo é geralmente verificada pela
observacdo da variacdo de condicdes bioldgicas (e.g. taxa metabdlica, crescimento,
etc...) em resposta a variacdo de condicdes ambientais. Sendo assim, para se
compreender o processo de aclimatacéo, estados diferenciados de condigdes ambientais
e bioldgicas devem ser observados concomitantemente. Como a habilidade de
aclimatacdo é uma caracteristica essencial para o sucesso de uma espécie no ambiente
(ANGILLETTA, 2009), ha um grande interesse na avaliacdo da aclimatacdo de
organismos as variaveis ambientais as quais estes estdo expostos no ambiente, tais como
temperatura (SCHIFFER; HANGARTNER; HOFFMANN, 2013), salinidade
(BOSSUS; MADSEN; TIPSMARK, 2015), pH (FANTAZZINI et al., 2015) e luz
(CASATI et al., 2011). Dentre estas varidveis, a temperatura ¢ a mais frequentemente
estudada por ser a variavel ambiental mais importante na regulagdo de processos
biolégicos através da alteracdo das taxas metabolicas (BROWN et al., 2004). A
compreensdo da capacidade de aclimatacdo de organismos a temperatura tem se tornado
cada vez mais necessaria, visto que o aumento da temperatura média do planeta é uma

das principais previsdes dos modelos de mudancas climaticas globais (IPCC, 2014).

Compreender como ocorre 0 processo de aclimatacdo € essencial para se avaliar
como as espécies vao se adaptar as mudancas globais ou alteracbes em seu habitat. Do
ponto de vista bioldgico, o processo de aclimatacdo é dependente das caracteristicas do
organismo e de como ocorre sua exposi¢do a variavel de interesse. Estes dois fatores
possibilitam classificar o processo de aclimatacdo em trés tipos: reversivel,
desenvolvimental e transgeracional. A aclimatacdo reversivel é aquela que ocorre em
periodos de tempo relativamente curtos e, na maior parte das vezes, em somente um
estagio de vida do organismo (ANGILLETTA, 2009), como regulagdes bioquimicas e
fisiologicas em flutuacdes diarias e sazonais (SOMERO, 2010; WILLMING; QIN;
MAUL, 2013). A aclimatacdo desenvolvimental é aquela que ocorre quando o
organismo € exposto ao longo de todo seu desenvolvimento a uma condi¢cdo ambiental
diferente da que seus pais estavam expostos. Este tipo de aclimatacdo permite a
plasticidade no desenvolvimento do organismo, fazendo com que a exposi¢do a uma

nova condicdo ambiental nos primeiros estagios de vida melhore o desempenho do
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mesmo quando adulto. Essa forma de aclimatacdo pode ajudar organismos ectotérmicos
a prosperar em um cendrio de temperaturas variaveis (SCOTT; JOHNSTON, 2012).
Finalmente, a aclimatacdo transgeracional é aquela que ocorre através de diversas
geracOes, possibilitando que o habitat experimentado pelos pais ao longo do
desenvolvimento garanta melhor desempenho de sua prole e, por consequéncia, 0 éxito
na sucessdo da espécie por fatores ndo-genéticos (BONDURIANSKY; CREAN; DAY,
2012). Por exemplo, proles do cladocero Daphnia cucullata provenientes de geragdes
que foram expostas a sinais quimicos de predadores, desenvolveram aspecto
morfolégico de defesa que dificulta a predacio (AGRAWAL; LAFORSCH;
TOLLRIAN, 1999).

O estudo da aclimatacdo é extremamente importante, pois nos permite avaliar
experimentalmente processos que em Ultima instancia sdo responsaveis pela adaptacdo
evolutiva, esta ultima extremamente dificil de se avaliar. No caso de mudancas
ambientais de longo prazo, a selecdo de heranca ndo-genética através da aclimatacédo
pode ocasionar mudancas adaptativas, influenciando a direcdo da evolucdo genética
(BONDURIANSKY; DAY, 2009; DAY; BONDURIANSKY, 2011). No processo de
adaptacdo ocorre a selecdo dos organismos e as consequentes variacbes genéticas que
alteram o fenotipo, 0 que requer muitas geracdes. Tanto a aclimatacdo como a
adaptacdo tem grande significancia ecolOgica, pois sdo responsaveis por garantir o
desempenho das espécies em um cenario de mudancas climaticas, sendo assim, estudos
nessa area sdo extremamente importantes para prever respostas evolutivas (SUNDAY et
al., 2014).

1.4. Novas perspectivas para a ecotoxicologia

Atualmente, ha um grande interesse na compreensao dos impactos das mudancas
globais em diferentes niveis ecologicos (BRANCH et al., 2013). Para aprimorar as
previsdes das consequéncias do estresse ambiental sofrido pelos organismos, cada vez
mais ecotoxicologistas estdo direcionando suas pesquisas para respostas ecoldgicas mais
profundas com experimentos mais duradouros, utilizando varias geracGes dos
organismos-teste (FENG et al., 2008; JIN; GAO; BEARDALL, 2013; TATTERS et al.,
2013), e desenvolvendo estudos cada vez mais interdisciplinares, principalmente
quando buscam-se informacgdes genéticas para determinada resposta obtida nos testes.

Neste ambito, conceitos de aclimatacéo e adaptacéo estdo envolvidos.
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A avaliacdo do risco ambiental de um contaminante requer uma compreensdo da
relacdo entre a exposicdo e os efeitos, sendo que essa relacdo é estimada por modelos
padronizados na avaliagdo de sua toxicidade sobre organismos-teste. Estes organismos
sdo mantidos em cultivos laboratoriais continuos, geralmente sob condi¢bes 6timas que
favorecem sua reproducdo e crescimento. Além disso, a temperatura utilizada em testes
ecotoxicolégicos de laboratério geralmente é representativa de uma média da
temperatura do ambiente ou, mais frequentemente, uma temperatura Otima para o

cultivo e manutencdo daquele organismo em laboratério (LAU et al., 2014).

Esse tipo de condicdo, apesar de permitir que os dados sejam diretamente
comparaveis, ndo representa as circunstancias do campo onde 0s organismos podem
experimentar diferentes temperaturas, subestimando os reais efeitos de estressores
antropogénicos frente as variagdes climaticas (LAU et al., 2014) Sendo assim, é
imprescindivel o desenvolvimento de métodos e ferramentas que melhor analisem as
potenciais interacfes de substancias toxicas e variaveis ambientais afetadas pelas
mudancas climaticas, ja que os dados coletados até 0 momento ndo sdo abrangentes o

suficiente para determinar avalia¢6es integradas de risco (HOOPER et al., 2013).

Variagdes de temperatura relacionadas com as mudancas climéaticas podem trazer
sérios impactos em componentes chave das cadeias alimentares aquaticas (TASSOU;
SCHULZ, 2012), influenciando a toxicidade dos produtos quimicos (HEUGENS et al.,
2001). Através da revisdo bibliografica realizada (Tabela 1), percebeu-se que grande
parte dos estudos que incorporam a avaliacdo dessas alteracdes sobre espécies aquaticas
centralizam-se em avaliar os efeitos agudos de altas temperaturas, podendo assim

extrapolar esses resultados para a populacéo no futuro (MUNDAY, 2015).

Através disso, ja que os efeitos negativos das variagdes ambientais sao
potencializados pela interagdo com a poluicdo ambiental, o diferencial do presente
trabalho foi a combinacdo de testes padronizados com diferentes faixas de temperatura
para avaliar aspectos de aclimatacdo na TQTD de um herbicida. A substancia escolhida

para os testes foi o herbicida AKB® que tem como principio ativo o Glifosato.

Herbicidas a base de Glifosato s&o indicados no controle de ervas daninhas anuais e
perenes, monocotilidonéas ou dicotiledoneas em diversas culturas de gréos e frutas (JR;
SANTOS; RIBEIRO, 2002). Comercializado desde 1974 este principio ativo para
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herbicidas é o mais utilizado no mundo principalmente em culturas geneticamente
modificadas, como por exemplo, a soja RR (Roudup Ready) modificada pelo mesma
empresa que descobriu as propriedades herbicidas do Glifosato, a Monsanto (ABREU;
MATTA; MONTAGNER, 2008). Em 2014, a producdo global de soja atingiu 315,4
milhGes de toneladas e o Brasil foi responsavel por quase um terco desse valor (94,5
milhdes de toneladas) sendo que 93% dessa soja eram RR (BENBROOK, 2016).

Apesar do Glifosato e de seus sais utilizados nas formulagOes de herbicidas serem
considerados pouco toxicos (classes toxicoldgicas Il e 1V), estudos ambientais relatam
impactos em organismos terrestres (PLEASANTS; OBERHAUSER, 2013;
BALBUENA et al., 2015; GAUPP-BERGHAUSEN et al., 2015), aquéticos
(CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008; VERA et al., 2012; CUHRA et al.,
2015) e em 2015 o Glifosato foi classificado como provavel carcinégeno em humanos

pela agéncia internacional do cancer (IARC, 2015).

O organismo-teste escolhido para os experimentos foi o claddcero Ceriodaphnia
silvestrii, um microcrustaceo zooplancténico de agua doce. Claddceros, na maioria, sdo
filtradores, reproduzem-se por partenogénese, sdo consumidores de baixa ordem e
participam ativamente na cadeia trofica aquéatica no fluxo da matéria e energia do
sistema. Estes organismos sdo amplamente utilizados como ferramenta no diagndéstico
de toxicidade ambiental, pela facilidade da manutencdo de seu cultivo e a sua
importancia nos ecossistemas aquaticos. Através das informacBes apresentadas, o
presente trabalho teve por objetivo contribuir para melhor entendimento das interac6es
entre estressores, variaveis ambientais e a capacidade dos organismos de lidarem com
cenarios desfavoraveis, fornecendo informacGes para avaliagdes de riscos ambientais
mais precisas com o intuito de proteger a vida aquética frente as mudangas climaticas

globais.
Objetivo geral

Avaliar o efeito da aclimatacdo sobre a sensibilidade ao NaCl e toxicidade

termo-dependente do herbicida AKB® para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii.
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Capitulo Il Avaliacdo do efeito da aclimatacéo sobre a sensibilidade ao
NaCl para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii

Resumo: Diariamente 0s ecosssistemas aquaticos sofrem com o estresse ambiental
proporcionado por fatores naturais e antropogénicos. Neste sentido, os estudos
ecotoxicoldgicos atuam mensurando e prevendo as consequéncias de cenarios
desfavoraveis com o intuito de proteger a vida aquatica. A comunidade zooplanctdnica
estd entre as mais estudadas neste aspecto, principalmente clacoceros dos géneros
Daphnia e Ceriodaphnia. Dada a sua importancia na cadeia trofica e sua capacidade de
responder rapidamente a mudancas nas caracteristicas bidticas e abioticas no sistema,
estes podem ser utilizados como organismos modelo em estudos que avaliam
consequéncias das mudancas climéaticas globais. Com a finalidade de compreender
como estes organismos lidam com condi¢bes desfavoraveis, este capitulo teve por
objetivo avaliar o efeito da aclimatacdo reversivel e desenvolvimental sobre a
sensibilidade ao NaCl para Ceriodaphnia silvestrii. Para isso, testes de sensibilidade
foram realizados baseados na norma NBR 13373:2016 (ABNT, 2016), em trés
temperaturas (20°C, 25°C e 30°C) através de duas condi¢des de aclimatacdo para cada
uma delas. O endpoint foi a imobilidade dos organismos, sendo que a sensibilidade e os
efeitos da aclimatacdo foram analisados no programa R 3.3.2. Os resultados
demonstraram que a temperatura tem um efeito significativo na sensibilidade de
Ceriodaphnia silvestrii ao NaCl. A tendéncia geral foi 0 aumento da toxicidade com o
aumento da temperatura (TQTD positiva). A aclimatacdo teve influencia tanto na
toxicidade como na distribuicdo da sensiblidade da populacdo nos tratamentos
utilizados. Estes resultados demonstram a importancia de incorpora-la na avaliacdo da

sensibilidade dos organismos as condi¢Ges ambientais adversas.
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1. INTRODUCAO

A comunidade zooplanctonica é a parcela heteretréfica dos organismos do
plancton, sdo consumidores primarios, possuem importante papel no fluxo de energia, e
juntamente com outros organismos participam da producao secundaria e do transporte e
regeneracdo de nutrientes na cadeia trofica. Estes organismos possuem um ciclo de vida
curto, respondendo rapidamente a mudangas nas caracteristicas bidticas e abidticas no
sistema, sendo assim, podem ser modelos para estudos das mudancas climéticas globais
(MEIRINHO, 2016).

Dentre os organismos zooplancténicos, a ordem Cladocera est4 consolidada
como ferramenta na analise de estudos ambientais, em especial organismos pertencentes
aos géneros Ceriodaphnia e Daphnia. Estes organismos sdo microcrustaceos filtradores
que se alimentam de algas, bactérias e outras particulas em suspensdo. Reproduzem-se
tanto por reproducdo assexuada (partenogénese), como sexuada, porém, a segunda s
ocorre em condicdes adversas do ambiente onde as fémeas fecundadas por machos
liberam ovos de resisténcia que eclodirdo quando o ambiente apresentar condicbes
ambientais favoraveis para tal (HUTCHINSON; EDMONDSON, 1957; LAMPERT;
SOMMER, 1997).

Em testes ecotoxicoldgicos as espécies que sdo comumente utilizadas sdo os
cladoceros exdéticos Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna, sendo que ambos séo
originarios de ambientes de clima temperado. Ceriodaphnia silvestrii € um cladocero de
ambientes de clima subtropical e tropical, sendo assim, utiliza-lo como organismo-teste
para estudos ambientais colabora para a obtencdo de respostas ecoldgicas mais
proximas da realidade dessas regides. No Brasil, existe uma norma que padroniza estes
organismos para serem utilizados em testes ecotoxicoldgicos desde 1995. Em todas as
versbes desta norma, sendo que a ultima é do ano passado (ABNT, 2016), é
recomendado aos laboratdrios de pesquisas ecotoxicologicas realizar periodicamente
testes de sensibilidade com substéncias de referéncia como o NaCl, para assegurar que o
cultivo mantém uma faixa padrdo de sensibilidade, garantindo a replicabilidade de testes

anteriores.

Neste sentido, com 0 objetivo de mensurar a consequéncia das mudancas

climaticas através das variagGes de temperatura, é pertinente inicialmente compreender
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como essas variagdes modificam a sensibilidade dos organismos, avaliando a toxicidade
termo-dependente de uma substancia de referéncia. Além disso, deve-se lembrar que as
mudancas climéticas e seus eventos extremos podem alterar a salinidade de ambientes
de &gua doce. Por exemplo, periodos longos de seca podem aumentar a concentracéo de
sais nestes ambientes, enquando o aumento da precipitacdo e de tempestades pode
diminuir (ANTON-PARDO; ARMENGOL, 2012).

Estudos sobre os efeitos da salinidade afirmam que ela produz mudangas na
rigueza e na diversidade de espécies na comunidade zooplanctonica, sendo o0s
cladoceros 0s mais suscetiveis a este tipo de alteracdo fisico-quimica (JEPPESEN et al.,
1994). Mudancas nos padrdes de salinidade associadas com o0 aumento da temperatura
podem modificar a sensibilidade dos organismos, alterando a toxicidade de
xenobidticos, como metais (MCLUSKY; BRYANT; CAMPBELL, 1986) e pesticidas
(DELORENZO et al., 2009) promovendo diferentes respostas dependentes do

contaminante e/ou organismos-teste.

Através das informagOes apresentadas, este capitulo tem como objetivo
avaliar a sensibilidade ao NaCl para o claddcero Ceriodaphnia silvestrii. O diferencial
para tal trata-se de avaliar a influéncia da aclimatacdo na toxicidade, com o intuito de
obter respostas mais realisticas da influéncia que altera¢fes climaticas podem ter no

equilibrio dos ecossistemas globais.

Obijetivo especifico
Avaliar o efeito da aclimatacdo reversivel e desenvolvimental sobre a sensibilidade de

Ceriodaphnia silvestrii ao NaCl.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultivo dos organismos-teste

Cultivos continuos de Ceriodaphnia silvestrii foram estabelecidos no
laboratdério do Nucleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA) localizado no
Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais (CRHEA), da Escola de Engenharia
de S&o Carlos (EESC/USP), tendo como base os procedimentos descritos na norma
NBR 13373:2016 (ABNT, 2016). O meio de cultivo foi &gua reconstituida com pH
entre 7,0 e 7,6 e dureza de 40 a 48 mg CaCOs.L™. Os cultivos foram mantidos sob
temperatura constante (25°C) e fotoperiodo de 16:8 claro/escuro. Como alimento
utilizou-se a alga Raphidocelis subcapitata e complemento alimentar a base de racao de
alevinos de peixe fermentada. Os organismos foram cultivados em béqueres de 1 Litro
em uma densidade de até 70 organismos por litro. A renovagdo da agua do cultivo foi

realizada a cada dois dias.

Figura 1 — Aspectos gerais de Ceriodaphnia silvestrii (Foto: Lais C. Menezes da Silva, 2016)

2.2. Testes de Sensibilidade

Para realizar todos os testes e avaliar o efeito da temperatura sobre a
sensibilidade do cladocero Ceriodaphnia silvestrii ao NaCl inicialmente foram

realizados testes de sensibilidade na temperatura padrdo de 25°C para verificar se o
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cultivo inicial estava dentro da faixa de sensibilidade da carta controle do laboratorio.
Os procedimentos aplicados nos testes de sensibilidade foram baseados na horma NBR
13373:2016 (ABNT, 2016), utilizando como substancia de referéncia o Cloreto de sddio
(NaCl). Cada teste foi conduzido em cinco concentracdes (0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g/L) e
um controle em quatro réplicas, cada uma contendo cinco neonatas (<24hs). As
unidades experimentais foram béqueres de vidro contendo 10 ml da solucdo teste. Cada
concentracdo da solucdo teste foi preparada a partir de uma solucdo mae preparada
anteriormente com concentracdo de 10 g/L. Os testes tiveram duracgéo total de 48 horas,
sem alimentacéo e fotoperiodo de 16:8 claro/escuro, tendo como endpoint a imobilidade

dos organismos.

2.2.1. Efeito da aclimatacdo reversivel sobre a sensibilidade termo-

dependente

Para testar o efeito da aclimatacao reversivel na sensibilidade de C. silvestrii,
foram realizados testes de sensibilidade com neonatas nascidas em temperatura
diferente daquela as quais foram expostas. Neonatas de até 24 horas de vida, nascidas de
fémeas mantidas a 25°C, foram submetidas a teste de sensibilidade a 20°C e 30°C. Em
todos os testes realizados nestas temperaturas, concomitantemente a sensibilidade a
25°C era checada a fim de garantir que diferencas nos valores de CE (concentracdo de
efeito) ocorreram apenas pela temperatura e/ou aclimatacdo. Com excecdo da
temperatura, o delineamento experimental utilizado foi 0 mesmo que os testes baseados
na norma NBR 13373:2016 (ABNT, 2016), tendo como endpoint a imobilidade dos
individuos. Para verificar se a diferenca de temperatura a qual os organismos foram
expostos em cada tratamento contribuiu para um aumento da mortalidade, os
organismos sobreviventes dos controles (sem NaCl) de todos os tratamentos foram
transferidos para suas respectivas temperaturas originais ao final dos testes, e
acompanhados por um periodo de 24 horas ap6s o término do experimento. Durante
este periodo, ndo foi observada a mortalidade de organismos tanto nos controles da
temperatura de origem como nos controles das temperaturas teste transferidos para suas
temperaturas originais, indicando que a transferéncia de temperatura ndo induziu um
aumento na mortalidade dos organismos. O delineamento desta primeira etapa esta

representado na Figura 2.
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Figura 2 — Delineamento experimental para avaliacdo do efeito da aclimatagdo reversivel

2.2.2. Efeito da aclimatacdo desenvolvimental sobre a sensibilidade termo-

dependente

Com o objetivo de avaliar se a temperatura experimentada ao longo do
desenvolvimento da fémea altera a sensibilidade de suas neonatas, 70 neonatas de
fémeas do cultivo padrdo a 25°C foram transferidas para béqueres de 1L para
temperaturas de 20°C e 30°C. Estas foram cultivadas seguindo as mesmas condicdes do
cultivo ja estabelecidas no laboratério e normatizadas pela ABNT. O crescimento e a
producdo de neonatas foram acompanhados até a populacdo do cultivo apresentar 10%
das fémeas iniciais. Os testes de sensibilidade foram conduzidos com a 2% até a 92
ninhada dessas adultas, devido a quantidade de réplicas necessarias para 0 embasamento
estatistico. O endpoint assim como nos outros testes realizados foi a imobilidade dos
individuos. O delineamento experimental desta segunda etapa estd representado na

figura abaixo:
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T°C Origem T°C Destino
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Figura 3 — Delineamento experimental para avaliacdo do efeito da aclimatacéo
desenvolvimental

2.3. Analise de dados

Os resultados de todos os experimentos foram organizados em uma matriz
onde cada linha representa uma réplica individual, e cada coluna contém uma
informacdo relativa aquela réplica (por exemplo, temperaturas de origem e destino,
concentracdo de NaCl, numero de animais mortos e vivos, etc...). Esta matriz de dados
foi entdo importada para o programa R versdo 3.3.2 (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2016), onde todas as andlises dos dados foram feitas. Para os céalculos de
estatisticas descritivas (médias, medianas, erro padrdo da média e desvio padrdo) e para
a manipulacdo de dados foi utilizado o pacote plyr (WICKHAM, 2009a). Os gréficos
foram plotados através do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009b) associado aos pacotes
grid e gridExtra.

2.3.1. Ajustamento das curvas dose-resposta

O procedimento de ajustamento das curvas dose-resposta foi feito utilizando

0 pacote drc (RITZ et al., 2015) disponivel para o programa R. Foram criados subsets
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de dados da matriz principal contendo os resultados de todos os experimentos para cada
condicdo de temperatura e aclimatacdo. Para cada um dos subsets de dados foi ajustada
uma curva dose-resposta e seus respectivos limites de confianca. O modelo de dose-
resposta ajustado aos dados foi do tipo log-logistico de quatro pardmetros, fixando-se os
valores minimo e m&ximo da resposta em 0 e 1 respectivamente (equivalente ao modelo

LL.2 disponivel no pacote drc). O modelo utilizado tem a seguinte equacao:

1
Y= 1+ [b(lng(x] - lng(e]])

onde e é o ponto de inflexdo no qual a curva é simétrica, e equivale ao CEsy.
Apds o ajustamento das curvas, foi avaliada a significancia da diferenca entre as
inclinaces das curvas e os valores de e (CEsp) através da fixacdo dos valores de e e
inclinacdo (respectivamente). A comparacdo dos dois ajustes do modelo foi feita usando
um teste de raz&o de verossimilhanca (teste qui-quadrado).

2.3.2. Estimativa das concentracdes de efeito

Além do valor de CEsp (€) ja estimado no ajustamento das curvas, também
foram estimadas para cada curva as concentracdes de efeito CEys e CEzs como
indicadores de toxicidade para as fracdes mais sensiveis e mais tolerantes da populacao,
respectivamente. Ndo foram escolhidas concentracdes de efeito mais préximas dos
extremos das curvas (como o CEjp e CEgy), pois estas porgdes das curvas tendem a
apresentar uma distor¢cdo maior do que a por¢cdo mediana da mesma, levando a um erro
maior na estimativa dos valores de CE (caracteristica que ficou evidenciada nos limites
de confianca mais amplos nos extremos das curvas estimadas). O erro padrdo e 0s
limites de confianga das estimativas de valores de CE foram definidos através do

método “delta” implementado no pacote drc (RITZ et al., 2015).

2.3.3. Comparacao das concentracdes de efeito

A avaliagdo de aclimatacdo foi feita através de comparacGes das
concentracdes de efeito estimadas tanto para a temperatura de origem quanto para a
temperatura de destino. Os procedimentos de analise e comparacdo dos parametros
estimados dos modelos e dos valores estimados de CE foram feitos de forma similar ao

apresentado em Jeske et al. (2009). As comparagdes de temperatura de origem foram
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feitas entre curvas geradas para organismos provenientes de uma mesma temperatura de
origem quando transferidos para temperaturas de destino diferentes (temperaturas-teste).
Esta comparacao possibilitou determinar o efeito da aclimatacdo desenvolvimental na
amplitude da variacdo da sensibilidade dos organismos expostos a temperaturas
diferentes. Ja as comparacGes de temperatura de destino foram feitas entre curvas
geradas em cada temperatura de destino (a temperatura-teste) para organismos
provenientes de diferentes temperaturas de origem. Esta comparacdo possibilita
determinar o efeito da aclimatagdo desenvolvimental na sensibilidade dos organismos

€Xxpostos a uma mesma temperatura.

Os valores de CE foram comparados entre si para cada combinacdo de
temperatura de origem e destino. A significancia das diferencas entre os valores de CE
foi determinada através da avaliacdo da sobreposicao dos intervalos de confianca, sendo
consideradas significantes diferencas nas quais os limites de confianca estimados néo se
sobrepuseram (PAYTON; GREENSTONE; SCHENKER, 2003). Além da comparacao
direta entre os valores de CE, a razdo entre estes valores também foi calculada entre
pares de temperatura de destino. A razdo entre medidas de efeito é uma avaliacdo da
“poténcia relativa” que a alteracdo de temperatura tem sobre a sensibilidade dos
organismos, de maneira similar aquela utilizada para avaliar a poténcia de diferentes
pesticidas sobre ervas daninhas (RITZ et al., 2006). A significancia da diferenca entre as
razdes também foi determinada através da avaliacdo da sobreposicdo dos limites de
confianca. Para o pardmetro e (CEsp), foi feita uma comparacdo pareada das razdes e
diferencas deste parametro entre os modelos calculados atraves do teste-t considerando

a hipdtese nula de que a razdo ¢ igual a 1 ou que a diferenca é igual a 0.
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3. RESULTADOS

3.1. Ajustamento dos modelos

A forma dos modelos demonstrou uma variagdo marcada entre si tanto quando
comparados tendo como referéncia as temperaturas de origem (Figura 4) como de
destino (Figura 5). Entretanto, varios dos modelos ajustados demonstram similaridades
tanto em seus parametros de inclinacdo como e (CEsp) (Tabela 2), de acordo com a
referéncia de comparacgéo (temperatura de origem ou destino).

Tabela 2 — Pardmetros estimados dos modelos gerados para cada combinacdo de temperatura de

origem e destino. Os valores sdo as estimativas dos parametros * erro padrdo da estimativa
(p<0,05, todas as estimativas).

T°C Origem T°C Destino Inclinagéo e (CEsog/L)
20 25 -8,7+1,11 1,36+0,02
20 30 -11,97+4,48 0,99+0,01
20 20 -9,23+1,43 1,52+0,02
25 20 -12,39+2,16 1,78+0,04
25 30 -3,82+0,5 0,69+0,02
25 25 -10,72+£1,75 1,44+0,02
30 20 -13,94+3,07 1,7£0,03
30 25 -9,12+1,03 1,58+0,02
30 30 -4,08+0,33 0,91+0,02

3.1.1. Comparacédo dos modelos tendo como referéncia a temperatura de

origem

A inclinacdo dos modelos gerados para a temperatura de origem 20°C n&o foram
significativamente diferentes entre si (ANOVA, F=0,463, p=0,63), mas foram
significativamente diferentes entre os modelos gerados para 25°C (ANOVA, F=20,
p<0,001) e 30°C (ANOVA, F=30, p<0,001) (Figura 4). A comparacéo dos valores de e

(CEsp) ¢ apresentada na se¢ao “Razéo das concentracdes de efeito”.

Para os organismos com origem a 25°C, a razdo entre as inclinagdes dos
modelos de temperatura de destino de 20°C/25°C ndo foi significativamente diferente
de 1 (razdo 1,15+0,23, t=0,68, p=0,5), mas foi significativamente diferente de 1 para as
outras temperaturas (20°C/30°C=3,24+0,77, t=2,88, p<0,01; 30°C/25°C=0,36+0,09, t=-
7,17, p<0,0001). Para os organismos com origem a 30°C, a razdo entre as inclinagdes
dos modelos de temperatura de destino de 20°C/25°C ndo foi significativamente
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diferente de 1 (razéo 1,53+0,28, t=1,9, p=0,06), mas foi significativamente diferente de
1 para as outras temperaturas (20°C/30°C=3,41+0,54, t=4,5, p<0,001;
25°C/30°C=2,24+0,38, t=3,24, p<0,01).

3.1.2. Comparagdo dos modelos tendo como referéncia a temperatura de
destino

A inclinacdo dos modelos gerados para a temperatura de destino 20°C e 25°C
nédo foram significativamente diferentes entre si (ANOVA, 20°C: F=1,94, p=0,15; 25°C:
F=0,57, p=0,56), mas foram significativamente diferentes entre os modelos gerados
para 30°C (ANOVA, F=11,26, p<0,001) (Figura 5). As razdes das inclinacdes entre as
curvas geradas para as temperaturas destino de 20°C e 25°C ndo foram
significativamente diferentes de 1. A razdo das inclinagbes das curvas geradas para a
temperatura destino 30°C foram significativamente diferentes de 1 somente para as
razbes 20°C/25°C (razdo 3,13+0,97, t=2,2, p<0,05) e 20°C/30°C (razdo 2,93%0,75,
t=2,59, p<0,05). A comparacdo dos valores de e (CEsp) é apresentada na se¢do “Razao

das concentracOes de efeito”.
3.2. Comparacdo das concentraces de efeito

3.2.1. Comparacdo das concentracbes de efeito tendo como referéncia a

temperatura de origem

Os valores de e (CEsp) foram significativamente diferentes para os modelos de
temperatura de origem 20°C (ANOVA, F=166,4, p<0,001), 25°C (ANOVA, F=194/4,
p<0,001) e 30°C (ANOVA, F=271, p<0,001) (Figura 4). Todos os valores de CEys,
CEsp e CEs de organismos de diferentes temperaturas de origem sofreram uma
tendéncia de reducdo com o aumento das temperaturas de destino (Figura 6). As
sobreposicdes dos limites de confianca sugerem que os valores de CEs, CEsy e CEys
para organismos provenientes de diferentes temperaturas de origem foram
significativamente diferentes em cada temperatura de destino. A Unica excecao foi para

organismos originarios de 30°C, cujos valores de CEzs a 20°C e 25°C foram similares.
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3.2.2. Comparacéo das concentragdes de efeito tendo como referéncia a

temperatura de destino

Os valores de e (CEsp) foram significativamente diferentes para os modelos de
todas as temperaturas de destino (ANOVA, 20°C: F=12,66, p<0,001; 25°C: F=23,4,
p<0,001; 30°C: F=38,9, p<0,001) (Figura 5). A variacdo dos valores de CE,s, CEsg €
CEs estimados para organismos provenientes de diferentes temperaturas de origem foi
diferente nas trés temperaturas de destino (Figura 7).

Para a temperatura de destino de 25°C, as sobreposi¢des dos limites de confianga
sugerem que os valores de CEz, CEsp e CEzs para organismos provenientes das
temperaturas de origem 20°C e 25°C ndo foram significativamente diferentes.
Entrentanto os valores de CE foram significativamente superiores em organismos
provenientes de 30°C em comparacdo aqueles provenientes de 25°C e 20°C para a
temperatura de destino de 25°C.

Para a temperatura de destino de 20°C, os valores de CE foram menores para 0s
organismos provenientes de 20°C em comparac¢do aqueles provenientes de 25°C e 30°C,
e nao foram significativamente diferentes entre organismos de origem 25°C e 30°C. A
Unica excecdo foi a estimativa de CE;s, que ndo foi diferente entre organismos
provenientes de 20°C e 30°C.

Para a temperatura de destino de 30°C, os valores de CE foram menores em
organismos provedientes de 25°C em comparagao aos organismos provenientes de 20°C
e 30°C. Os valores de CE,s e CEsg foram diferentes para organismos provenientes de
20°C e 30°C, sendo maiores nos organismos de origem a 20°C. J4 o CE7s ndo foi

significativamente diferente para organismos provenientes de 20°C e 30°C.
3.3. Razéo das concentracoes de efeito

3.3.1. Comparacgdo das razdes tendo como referéncia a temperatura de

origem

A razdo entre os valores de e (CEsp) entre os modelos gerados para cada
temperatura de destino foi significativamente diferente de 1 para organismos
provenientes de 20°C, 25°C e 30°C.
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Tabela 3 — Razdes das estimativas de e (CEsp) entre as trés temperaturas de destino para
organismos provenientes de cada temperatura de origem. Os valores s&o a razéo + o erro padrdo
da estimativa. Os asteriscos indicam a significancia da diferenca das razbes para 1 (teste-t,
niveis de significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Temperatura de origem

20°C 25°C 30°C

25°¢ =1,37 £0,05 *** we =259+0,17*** 20°c =107+0,03**

@ o 30°C 3oec 25°C

S c

§ = 22¢¢ =090x0,04* 25¢ =1,23+0,03***  2po¢ =1,86+0,08 ***
s % 20°6C 20°C I°C

% S o = 0,66 £ 0,03 *** soec =0,4820,03*** a5 =1,72+0,08 ***
= 20°C 25°C v

3.3.2. Comparacédo das razdes tendo como referéncia a temperatura de
destino

Para os organismos na temperatura de destino 20°C, a razdo entre as os valores
de e (CEsp) foi significativamente diferente de 1 para os modelos dos organismos de
todas as temperaturas de origem. Para 0s organismos na temperatura de destino 25°C, a
razdo entre os valores de e (CEsp) dos modelos dos organismos de temperatura de
origem 20°C/25°C nao foi significativamente diferente de 1, mas foi significativamente
diferente de 1 para as outras temperaturas de origem. Para 0s organismos na temperatura
de destino 30°C, a raz&o entre as os valores de e (CEsp) dos modelos dos organismos de
temperatura de origem 20°C/30°C né&o foi significativamente diferente de 1, mas foi

significativamente diferente de 1 para as outras temperaturas.
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Tabela 4 — Razdes das estimativas de e (CEsg) entre as trés temperaturas de origem em cada
temperatura de destino. Os valores séo a razdo + o erro padrdo da estimativa. Os asteriscos
indicam a significancia da diferenca das raz6es para 1 (teste-t, niveis de significancia *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).

Temperatura de destino

20°C 25°C 30°C

3¢ =0,96+0,02*  20¢ =0,87 £0,03*** 20C =145+ 0,00 ***

Py 30°r 25°C
25 =1,17 20,04 ***  2po¢ =0,94 +0,03"° 20ec =1,08 +0,05"°
20°6C 25°¢C IFE

e =112+0,04** 3¢ =109%0,02** 257¢c =0,75+ 0,06%**

2570 30°C

(4%}

Temperaturas
de origem

Ba
(=)

3
o
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Figura 4 — Relacdo entre mortalidade e concentracdo de NaCl para organismos de cada temperatura de origem quando transferidos para cada temperatura de
destino.
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Figura 6 — Comparacdo das concentracdes de efeito (CEy, CEsy € CEzs) em trés diferentes
temperaturas de destino para organismos provenientes de trés temperaturas de origem
diferentes. A caixa indica o valor médio e o erro da media, e a barra vertical indica os limites
minimo e maximo das estimativas dos modelos. Letras diferentes indicam que as estimativas
sdo significativamente diferentes. As letras azuis indicam os testes onde as temperaturas de
origem e destino foram iguais.
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Figura 7 — Comparacdo das concentracdes de efeito (CE,, CEsy e CEys) estimadas em trés
temperaturas de destino para organismos de trés diferentes temperaturas de origem. A caixa
indica o valor médio e o erro da média, e a barra vertical indica os limites minimo e maximo das
estimativas dos modelos. Letras diferentes indicam que as estimativas sdo significativamente
diferentes. As letras azuis indicam os testes onde as temperaturas de origem e destino foram

iguais.
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4. DISCUSSAO

4.1. Toxicidade termo-dependente de NaCl para Ceriodaphnia silvestrii

Os resultados demonstraram que a temperatura tem um efeito significativo na
toxicidade de NaCl para o Claddcero C. silvestrii. A tendéncia geral observada para
organismos provenientes das trés temperaturas de origem foi a de um aumento da
toxicidade de NaCl com o aumento da temperatura de destino (Figura 6). Este resultado
corrobora o efeito observado para diversos organismos aquaticos, para 0s quais a
toxicidade a contaminantes tende a aumentar com o aumento da temperatura (Tabela
1). Em claddceros, uma relagdo positiva entre a toxicidade e temperatura € comumente
observada, como por exemplo, Daphnia magna exposta a cadmio (LEWIS; HORNING,
1991; HEUGENS et al., 2003), niquel (FERREIRA et al., 2010), cromo (MARTINEZ-
JERONIMO; MARTINEZ-JERONIMO; ESPINOSA-CHAVEZ, 2006), dodecil sulfato
de sddio (SDS) (LEWIS; HORNING, 1991) e a diversos farmacos (KIM et al., 2010);
Daphnia pulex exposta ao cobre (BOECKMAN; BIDWELL, 2006), ao SDS (LEWIS;
HORNING, 1991) e a microcistina (HIETALA; LAUREN-MAATTA; WALLS, 1997);
Ceriodaphnia dubia exposta ao clorobenzeno, fenol, dietanolamina e etilenoglicol
(COWGILL; TAKAHASHI; APPLEGATH, 1985) e ao etanol (TAKAHASHI;
COWGILL; MURPHY, 1987); Moina irrasa exposta a cobre, cddmio e zinco (ZOU;
BU, 1994); Moina macropa exposta ao cobre (NANDINI; PICAZO-PAEZ; SARMA,
2007); e Simocephalus vetulus exposto ao pentaclorofenol (WILLIS; LING;
CHAPMAN, 1995).

As informacOes referentes a avaliacdo do efeito da temperatura sobre a
toxicidade presentes na literatura sdo derivadas de experimentos com uma metodologia
relativamente parecida, onde, em geral, é inicialmente estabelecido um periodo de
aclimatacdo dos organismos-teste as diferentes temperaturas por mais de uma geracao,
constituindo uma aclimatacdo multi-geracional (e.g LEWIS; HORNING, 1991). No
caso dos Cladocera, a aclimatacdo geralmente consiste em manter cultivos dos
organismos em temperaturas diferentes por um determinado periodo de tempo antes da
avaliacdo de toxicidade. Apos este periodo de aclimatacdo, testes de toxicidade séo
executados na mesma temperatura em gque 0s organismos foram mantidos ou cultivados

(e.g TSUI; CHU, 2003). Isto seria o equivalente neste trabalho aos resultados
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observados para organismos de mesma temperatura de origem e destino (CEsy da
Tabela 2 para testes de temperatura de origem e destino iguais: 20°C=1,52+0,02;
25°C=1,44+0,02; 30°C=0,91+0,02). Comparando-se apenas este resultado com o que €
reportado na literatura (Tabela 1), os resultados deste trabalho confirmam a tendéncia de
que a temperatura promove um aumento na sensibilidade a contaminantes em

Cladocera.

Os resultados apresentados neste trabalho também demonstram que o aumento
observado na toxicidade ndo é linear. Este efeito ndo linear fica claro quando se observa
que a diferenca de CEs € maior entre as temperaturas de 25°C e 30°C do que de 20°C e
25°C. A relacdo ndo linear entre toxicidade e temperatura é geralmente observada em
estudos nos quais mais de duas temperaturas teste sdo utilizadas. Por exemplo,
HEUGENS ET AL. (2003) observou o aumento na toxicidade de Cadmio para Daphnia
magna ao longo de um gradiente de nove temperaturas teste entre 10°C e 35°C, no qual
a reducdo foi mais acentuada de 10°C a 20°C, e em temperaturas maiores a CEsg nao foi
significativamente diferente. Boeckman e Bidwell (2006) observaram que a
sensibilidade de Daphia pulex ao cobre a 10°C e 20°C foi superior do que aquela
observada para 30°C. Daphnia magna exposta a acetaminofeno, enrofloxacina e
clortetraciclina demonstrou uma toxicidade menor a 15°C do que a 21°C e 25°C (KIM
etal., 2010).

A razdo pela qual a relacdo entre sensibilidade e temperatura geralmente nao é
linear para C. silvestrii e para outros claddceros ainda ndo é bem compreendida. Apesar
de comumente observada em testes de toxicidade com Cladocera, a relagdo ndo linear
entre sensibilidade e temperatura ndo € discutida na maioria dos estudos. Além disso, a
relagdo ndo linear entre a sensibilidade e temperatura ndo pode ser observada em
trabalhos onde apenas duas temperaturas teste foram utilizadas (e.g. COWGILL,;
TAKAHASHI; APPLEGATH, 1985; TAKAHASHI; COWGILL; MURPHY, 1987,
LEWIS; HORNING, 1991; WILLIS; LING; CHAPMAN, 1995; RATUSHNYAK;
ANDREEVA; TRUSHIN, 2005; MARTINEZ-JERONIMO; MARTINEZ-JERONIMO;
ESPINOSA-CHAVEZ, 2006; NANDINI; PICAZO-PAEZ; SARMA, 2007). Uma
hipdtese levantada na literatura € a de que a relacdo ndo linear entre temperatura e
sensibilidade pode estar relacionada a amplitude de tolerancia termal do organismo —

guando sdo expostos a temperaturas fora da amplitude de tolerancia termal 6tima, o
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efeito toxico pode ser mais acentuado (BAO; KOUTSAFTIS; LEUNG, 2008). Este
efeito foi observado, por exemplo, para 0 copépodo Tigriopus japonicus exposto ao
cobre (BAO; KOUTSAFTIS; LEUNG, 2008), e provavelmente explica o aumento
rapido da toxicidade de cadmio para Daphnia magna quando exposta a temperaturas
acima de 20°C (HEUGENS et al., 2003). Ceriodaphnia silvestrii € um cladocero
tropical amplamente distribuido em ecossistemas de agua doce brasileiros de ambientes
tropicais e sub-tropicais, reportado em estados como S&o Paulo, Goiés e Rio Grande do
Sul (ELMOOR-LOUREIRO, 1997; ROCHA, O; GUNTZEL, A. M., 2000). A
amplitude de tolerancia termal de C. silvestrii ainda € desconhecida, entretanto estudos
laboratoriais e cultivos desta espécie demonstram que ela apresenta 6timo
desenvolvimento e reproducdo a 25°C (MELAO, 1999; SANTOS; MELAO;
LOMBARDI, 2006). Considerando a relacdo entre sensibilidade e temperatura
observada para C. silvestrii, € provavel que a temperatura de 30°C esteja proxima do
limiar méximo da amplitude de tolerancia termal desta espécie, o que justificaria a

sensibilidade muito maior observada para esta temperatura.

4.2. Efeito da aclimatacao desenvolvimental sobre a toxicidade de NaCl

Pouco se sabe sobre o efeito da aclimatacdo sobre a sensibilidade de espécies a
contaminantes. Neste trabalho foi observado que, quando C. silvestrii passa por
aclimatacdo desenvolvimental em diferentes temperaturas, organismos aclimatados a
temperaturas mais altas apresentaram em geral uma menor sensibilidade relativa quando
transferidos para temperaturas mais baixas (Figura 7, Tabela 4). Quando animais
provenientes de 25°C e 30°C foram expostos a NaCl a 20°C, estes apresentaram valores
de CE maiores do que aqueles observados para organismos aclimatados a 20°C. Quando
animais aclimatados a 30°C foram transferidos para 25°C, estes apresentaram CE
superior aqueles animais provenientes de 20°C e 25°C para esta mesma temperatura de
destino. O mesmo néo foi observado para a temperatura de destino de 30°C: organismos
provenientes de 20°C apresentaram toxicidade inferior aqueles aclimatados a 30°C, e
aqueles organismos provenientes de 25°C apresentaram toxicidade superior aquela dos
organismos aclimatados a 30°C. No unico outro trabalho no qual neonatas de Cladocera
foram transferidas para temperaturas diferentes de suas mées de forma similar ao que
foi feito nos experimentos deste estudo observou-se que a toxicidade do cromo para
Daphnia magna néo teve relacdo com as temperaturas de cultivo das maes (20°C e
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25°C) (MARTINEZ-JERONIMO; MARTINEZ-JERONIMO; ESPINOSA-CHAVEZ,
2006). A diferenca entre o observado neste estudo e o reportado em Martinez-
Jerénimo; Martinez-Jeronimo; Espinosa-Chavez (2006) pode estar relacionada com o
fato de que a amplitude de temperatura testada com C. silvestrii (10°C) foi superior
aquela testada com D. magna (5°C). A amplitude maior de temperatura no presente
estudo pode ter colocado C. silvestrii mais proxima dos seus extremos de tolerancia,
aumentando a probabilidade de observar um efeito. Isto pode ser verdade, pois
diferencas ndo significativas foram observadas entre algumas CEsy em amplitudes de

5°C em nosso estudo (Figura 7).

Os resultados deste experimento sugerem que a aclimatacdo desenvolvimental a
temperaturas elevadas teve um efeito protetivo nos organismos quando estes foram
expostos subsequentemente a temperaturas mais baixas. Infelizmente avaliacfes deste
tipo ndo foram feitas para cladéceros até o momento, porém efeitos similares foram
observados em estudos que avaliaram o efeito de choque térmico sobre a sensibilidade
de espécies deste grupo. Por exemplo, Daphnia magna cultivada a 20°C e exposta por
um periodo de 4 horas a temperatura de 34°C apresentou uma tolerancia maior quando
exposta a uma concentracdo letal de Malathion em comparacdo aos organismos
provenientes de 20°C ou que foram expostos por 4 horas a 30°C, 32°C ou
concentracdes subletais de Malathion (BOND; BRADLEY, 1995, 1997). Acredita-se
que este efeito protetivo no nivel celular possa estar relacionado com a formacdo de
complexos protéicos de alta massa molecular com a enzima glutationa S-transferase,
que € associada ao efeito do choque térmico, quando 0s organismos sdo expostos a altas
temperaturas (BOND; BRADLEY, 1997). A formacdo destes complexos protéicos,
conhecidos como proteinas de choque térmico (HSP em inglés), é bem estudada na
literatura (LINDQUIST; CRAIG, 1988). Além de conferirem um efeito protetivo em
condicGes de estresse térmico, as HSP estéo relacionadas também a outras condi¢des de
estresse, como a exposicdo a contaminantes como pesticidas (BAGCHI;
BHATTACHARYA; STOHS, 1996). Apesar do efeito protetivo que a aclimatacdo
desenvolvimental ofereceu a C. silvestrii, ndo é possivel assumir que esta resposta seja
resultante da producdo de HSP como observado em condicdes de estresse térmico. Isto
por que o efeito protetivo oferecido por proteinas de choque térmico é rapido e

temporario, enquanto os efeitos protetivos oferecidos pela termo-aclimatacao séo lentos
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e permanentes (KORHONEN; LAGERSPETZ, 1996). Sendo assim, 0S processos
fisiologicos e bioquimicos envolvidos em prover tal efeito protetivo podem néo ser o0s
mesmos. Somente estudos comparando os efeitos de choque térmico e termo-

aclimatacao poderao elucidar esta questéo.

Além da alteracdo dos valores de CEsp, outro resultado observado neste estudo
que demonstra o efeito da aclimatacéo ¢ a alteracéo da inclinacdo dos modelos (Tabela
2). Quanto menor o valor da inclinacdo do modelo (quanto mais negativo) mais
acentuada ¢ a inclinacdo da curva. Quanto maior o valor de inclinagdo (mais préximo de
zero), mais suave é a curva do modelo. Este valor de inclinacdo tem uma significancia
importante para a compreensdo da distribuicdo de sensibilidade na populacdo estudada.
Como a curva do modelo tem sua inflexdo no valor de e (CEsp), a inclinacdo pode
indicar como é a distribuicdo de sensibilidade nas fragdes mais e menos sensiveis da
populagdo. Quando comparamos as inclinagdes dos modelos gerados para cada
temperatura de destino (Figura 5), verificamos que para as temperaturas de destino de
20°C e 25°C ndo houve diferenca significativa entre as inclinacGes. Isto sugere que a
distribuicdo de sensibilidade na populagdo alterou de forma homogénea em relacdo a
temperatura de destino. Isto pode ser confirmado com o padréo similar de distribuicéo
dos valores de CEys (as fracdes mais sensiveis da populacdo), CEzs (fracdes menos
sensiveis da populacdo) e CEsq (Figura 7). Entretanto, as inclinagdes mais acentuadas
dos modelos das populacdes transferidas de 20°C e 25°C para 30°C indicam que a
sensibilidade das fracbes mais e menos sensiveis da populagdo ficaram mais proximas
da sensibilidade mediana (CEsp). J& 0s organismos que cresceram a 30°C apresentaram
uma distribuig@o de sensibilidade mais ampla, com inclinagédo da curva mais suave e

valores de CE,5 e CE75 mais afastados do CExsy.

A variacdo da inclinacdo dos modelos pode ser um indicador que o processo de
aclimatacdo desenvolvimental pode ndo ser homogéneo dentro de uma mesma
populacdo ou coorte. Individuos expostos a uma temperatura de 30°C podem estar sob
uma condicdo de estresse maior do que aqueles expostos a 20°C e 25°C. Se 0 processo
de aclimatacdo ndo for homogéneo dentro da populacédo, havera diferencas em termos
de aclimatacgéo individual a condigéo de estresse, com individuos aclimatando de forma
mais eficiente e outros de forma menos eficiente ao longo do seu desenvolvimento. Se

considerarmos que a sensibilidade de individuos que se aclimataram de forma mais
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eficiente sera menor do que aqueles que se aclimataram de forma menos eficiente
durante seu desenvolvimento, o resultado seria um modelo no qual a amplitude de
sensibilidade na populagéo seria maior, assim como observado para organismos que
desenvolveram a 30°C. A ndo homogeneidade da aclimatacdo individual dentro da
populacdo pode estar associada a diferencas genéticas e fenotipicas dos organismos.
Durante o processo de adaptacdo a nova condicdo ambiental, individuos cuja
aclimatacdo foi menos efetiva poderdo ser eliminados da populacdo. Estudos
multigeracionais com Cladocera tém demonstrado que populacBes alteram sua
sensibilidade em relacdo a um estressor ao longo das geracfes (e.g LOUREIRO et al.,
2015). Neste estudo, o periodo de aclimatacdo desenvolvimental foi associado apenas a
uma geracdo, estudos transgeracionais seriam necessarios para confirmar que o0s

resultados obtidos indicam o inicio de um processo de adaptacao.

5. CONCLUSOES

A temperatura tem um efeito significativo na toxicidade de NaCl para C.
silvestrii, sendo que a tendéncia geral foi uma relacdo positiva entre estas duas

variaveis.

e A temperatura tem um efeito ndo linear sobre a sensibilidade de C. silvestrii ao
NaCl.

e Alinclinacdo das curvas de sensibilidade alterou de acordo com a temperatura de

aclimatacao desenvolvimental.

e A aclimatagdo desenvolvimental as temperaturas mais altas conferiu um efeito
protetivo para C. silvestrii quando exposta ao NaCl para temperaturas mais

baixas.
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Capitulo 111 Avaliacao do efeito da aclimatacéo sobre a toxicidade
termo-dependente do herbicida AKB® para o cladécero
tropical Ceriodaphnia silvestrii

Resumo: Através das previsdes do crescimento populacional e do aumento da demanda

por recursos naturais, um dos ramos que terd que se expandir é a agricultura. O Brasil
esta entre os grandes exportadores agricolas e também entre os maiores consumidores
de agroquimicos no mundo. Como consequéncia da intensa atividade deste setor cita-se
principalmente a contaminacdo ambiental por pesticidas, que trds graves consequéncias
para o equilibrio dos ecossistemas globais, podendo ser potencializada no cenario atual
de alteracdes climéticas. Nesta perspectiva, sdo crescentes os estudos que avaliam a
influéncia de fatores ambientais na toxicidade destes xenobioticos, dentre eles, a
temperatura € o principal fator considerado. No Brasil, o ingrediente ativo mais
utilizado nas formulacdes de agroquimicos é o Glifosato. Sendo assim, é conveniente
avaliar a sua influéncia na homeostase da vida aquéatica. Sem subestimar a capacidade
dos organismos de lidar com o estresse ambiental provocado por estes contaminantes, o
objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito da aclimatacéo reversivel e desenvolvimental
sobre a toxicidade termo-dependente de herbicida a base de Glifosato para o cladocero
Ceriodaphnia silvestrii. Para isso, testes de toxicidade aguda foram realizados, tendo
como base a norma NBR 13373:2016 (ABNT, 2016), utilizando como formulagéo teste
0 herbicida AKB® em trés temperaturas (20°C, 25°C e 30°C) através de duas condi¢des
de aclimatacdo para cada uma delas. O endpoint foi a imobilidade dos organismos,
sendo que a toxicidade e os efeitos da aclimatagdo foram analisados no programa R
3.3.2. Os resultados demonstraram que a temperatura tem um efeito significativo na
toxicidade do herbicida para Ceriodaphnia silvestrii. Sendo que este efeito foi
dependente do tipo de aclimatacdo ao qual os organismos estavam expostos. Na
aclimatacao reversivel, a toxicidade apresentou um padréo de resposta em forma de U,
tendo uma menor toxicidade na temperatura Otima do organismo (25°C). Na
aclimatacdo desenvolvimental, a relacdo encontrada foi termo-dependente positiva, no
entanto, os organismos demonstraram ser mais sensiveis quando aclimatados a 20°C do
que a 30°C. Estes resultados demonstram a importancia de ndo se fazer generalizacdes
dos efeitos da temperatura na toxicidade de xenobidticos, e também a relevancia da
inclusdo da aclimatacdo nas avaliacBes de riscos ambientais em um cenario de

alteracOes climaticas.
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1. INTRODUCAO

Segundo previsdo da Organizacdo das Na¢des Unidas, a populacdo mundial chegara
aos 11 bilhdes até 2100, sendo que em 2015 ja alcancou os 7,3 bilhdes de pessoas
(ONU, 2015). Esse crescimento populacional demandara aumento na producdo de
alimentos, captacdo e tratamento de &gua potavel, além da necessidade de recursos
naturais como matéria prima e fontes alternativas de energia. Sobre a demanda na
producdo de alimentos, espera-se que aumente em 70% até a metade do seculo. Com
isso, um dos ramos que terd que expandir fortemente é a agricultura, principalmente em

paises em desenvolvimento como o Brasil (FAO, 2009).

Por causa do clima tropical e subtropical, o Brasil possui a vantagem de permitir que
a producao agricola ocorra o ano todo. Além disso, o custo do plantio € menor que em
paises de clima temperado favorecendo a exportacdo. As previsdes até o fim do século
afirmam que regibes com potencial agricola e detentoras de uma gama de espécies
nativas podem ser exploradas, como exemplo cita-se, a Amazo6nia, as regides do
Cerrado e do Pantanal (LAURANCE; SAYER; CASSMAN, 2014). Com a expanséo
agricola, grandes sistemas de captacdo de agua também serdo necessarios tanto para
irrigacdo como para producdo de energia. Na América do Sul, 150 usinas hidrelétricas

estdo sendo planejadas apenas na regido andina amazonica (FINER; JENKINS, 2012).

Como consequéncia, 0s ecossistemas aquaticos dessas regifes terdo fluxos
hidroldgicos alterados, aumento da temperatura e reducdo dos niveis de oxigénio
dissolvido, aumento da carga de sedimento e nutrientes provenientes do uso de
fertilizantes e, principalmente, aumento no nivel de poluentes no sistema, como 0s
pesticidas (DUDGEON et al., 2006). Sob esse enfoque, 0s ecossistemas de agua doce
tropicais e subtropicais estdo entre os mais ameacados do planeta (LAURANCE;
SAYER; CASSMAN, 2014), esta preocupacdo cresce ainda mais em um contexto de
alteracbes climaticas que podem intensificar as consequéncias do crescimento das

atividades agricolas nos proximos anos.

Como visto no capitulo I, o Brasil € um dos grandes consumidores de agrotoxicos
no mundo. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), mais de
50% dos produtos utilizados anualmente no pais sdo herbicidas, sendo o Glifosato e

seus sais os lideres disparados em comercializacdo (IBGE, 2012). Em 2014, as vendas
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chegaram a quase 200 mil toneladas, consumo cinco vezes maior do que o segundo
mais vendido, o principio ativo 2,4D (IBAMA, 2014).

Desde 2008 existe a problematica da reavaliacdo deste principio ativo pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que em 2013 apds nota técnica elaborada
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) conclui que as evidéncias de mutagenecidade,
carcinogenicidade, toxicidade para reproducdo e desenvolvimento e desregulacédo
enddcrina eram insuficientes para banir o produto. Porém, em 2015 a agéncia
internacional do cancer colocou novamente o assunto em discusséo fazendo com que a
ANVISA reavaliasse a situacdo que esta em anélise desde fevereiro do ano passado
(ANVISA, 2016).

Apesar das afirmacdes de que as informacgdes sobre os danos que o Glifosato pode
causar sao insuficientes, diversos trabalhos exploram as consequéncias que ele pode
causar com a exposicdo humana, as quais incluem efeitos crénicos gastrointestinais,
renais, hepaticos, cardiacos, pulmonares e sanguineos por ingestdo (JR; SANTOS;
RIBEIRO, 2002). Outra informacdo alarmante é que a exposi¢do cutanea ao Glifosato
pode contribuir para o0 Mal de Parkinson pela semelhanca quimica com um co-fator
associado ao sistema nervoso que tem relacdo com a memdria e o aprendizado
(ANADON et al., 2009). Benbrook (2016) apresenta um conjunto de referéncias que
exploram os efeitos crénicos mais profundamente, além de uma revisdo sobre seu uso a
nivel global demonstrando que a avaliacdo do potencial toxicoldgico do Glifosato deve
ser reconsiderado especialmente em um cenario de alteracdes climaticas que pode

propiciar mais exposic¢ao ao herbicida.

Devido a sua alta solubilidade em agua (JR; SANTOS; RIBEIRO, 2002), o
Glifosato é altamente susceptivel ao transporte por escoamento superficial. O aumento
das tempestades associado as mudancas climaticas pode colaborar para maior
transferéncia desse tOxico para os corpos d’agua. Assim, 0s primeiros a sofrer os
impactos da combinacdo das alteracdes climaticas e substancias antropogénicas como o
Glifosato podem ser os organismos aquaticos. Citam-se 0s peixes, 0s invertebrados
aquaticos, algas e plantas aquaticas, bactérias aquaticas e protozoarios como organismos
que sofrerdo as consequéncias das alteracfes ambientais, pois estes ja possuem estudos
que comprovam os efeitos deletérios do Glifosato (LUIS; SOLANGE; MIR, 2011).
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A partir das informacdes apresentadas sobre as modificacdes do uso da terra
causadas pelo crescimento populacional e o alto consumo de produtos agricolas
vinculados, achou-se pertinente unir a avaliacdo de uma variavel ambiental que serd
uma das principais influencias das mudancas climaticas globais e um herbicida do

principio ativo mais utilizado em nivel nacional e mundial.

Objetivo especifico
Avaliar o efeito da aclimatacdo reversivel e desenvolvimental sobre a toxicidade

termo-dependente do herbicida AKB® para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Caracteristicas do herbicida

O herbicida AKB® é indicado para o controle de ervas daninhas pos-
emergentes da espécie Brachiaria decumbens. A aplicacdo é realizada na parte aérea
das plantas (folhas) e a acdo do principio ativo vai até raiz provocando a morte da planta
entre sete e dez dias. O produto adquirido para os testes é a formulacdo do herbicida
para uso domestico indicado para o controle das ervas daninhas em calgadas, jardins,
parques e terrenos em geral. No rétulo, é informado que o herbicida é pronto para uso,
sendo assim ndo é necessario o preparo de calda para diluir o produto (GRUPO
KELLDRIN, 2016). Sobre a composicao, a concentracdo do principio ativo indicada
pelo fabricante é de 0,96% de Glifosato ndo havendo informacGes sobre os ingredientes

inertes contidos no produto.

2.2. Cultivo e sensibilidade dos organismos-teste

Assim como descrito no capitulo 2, cultivos continuos de Ceriodaphnia
silvestrii foram estabelecidos no laboratério tendo como base os procedimentos
descritos na norma NBR 13373:2016 (ABNT, 2016). A agua reconstituida utilizada
como meio de cultivo tinha como caracteristicas fisicas e quimicas pH entre 7,0 e 7,6,
dureza de 40 a 48 mg CaCOs.L™ e 25°C. O fotoperiodo foi de 16:8 claro/escuro. Como
alimento utilizou-se a alga Raphidocelis subcapitata e complemento alimentar a base de
racdo de alevinos de peixe fermentada. Os organismos foram cultivados em béqueres de
1 Litro em uma densidade de até 70 organismos por litro. A renovacdo da agua do

cultivo foi realizada a cada dois dias.
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Em cada etapa dos testes de toxicidade termo-dependente, testes de
sensibilidade eram realizados em conjunto para verificar a condi¢cdo dos cultivos para
garantir a confiabilidade dos resultados. Os procedimentos foram baseados na norma
NBR 13373:2016 (ABNT, 2016) utilizando como substancia de referéncia o Cloreto de
Sodio (NaCl). Os testes consistiam na exposi¢do dos organismos a cinco concentragdes
do sal (0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g/L) preparadas a partir de uma solugédo mée de 10g/L e
um controle em quatro réplicas, cada uma contendo cinco neonatas (<24hs). Como
recipientes-teste utilizaram-se béqueres de vidro com 10 ml da solucgdo teste. Os testes
tiveram duracdo total de 48 horas, sem alimentacédo e fotoperiodo de 16:8 claro/escuro,

tendo como endpoint a imobilidade dos organismos.

2.3. Testes de toxicidade

A avaliacdo da toxicidade termo-dependente de C. silvestrii ao herbicida
AKB® foi realizada utilizando os mesmos procedimentos dos testes de sensibilidade
com NaCl, com algumas alteracdes. Primeiramente, testes preliminares em escala
logaritmica foram realizados para definir a CEsp para o organismo-teste a 25°C. As
diluicbes do herbicida nesta etapa foram realizadas diretamente na &gua utilizada nos
testes. Os testes seguiram o0s padrfes da norma 13373:2016 (ABNT, 2016). Os
organismos foram expostos a cinco concentragdes e um controle, com quatro réplicas
contendo cinco neonatas cada (<24hs). Como recipientes-teste utilizaram-se béqueres
de vidro com 10 ml da solucéo teste (Figura 8). Os testes tiveram duracdo total de 48
horas, sem alimentagdo e fotoperiodo de 16:8 claro/escuro. Ocorreram quatro baterias
de testes com trés repeticGes cada para encontrar a faixa ideal para o calculo da CExy.
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Figura 8 — Aspecto geral dos testes realizados com o herbicida AKB®

2.3.1. Efeito da aclimatacdo reversivel sobre a toxicidade termo-

dependente

Para testar o efeito da aclimatag&o reversivel na toxicidade termo-dependente
do herbicida AKB® para C. silvestrii, foram realizados testes de toxicidade com
neonatas nascidas em temperatura diferente daquela a qual foram expostas. Neonatas de
até 24 horas de vida, nascidas de fémeas mantidas a 25°C, foram submetidas a testes de
toxicidade a 20°C e 30°C. Com excecdo da temperatura, o delineamento experimental
utilizado foi 0 mesmo que os testes padrdo baseados na norma NBR 13373:2016
(ABNT, 2016). Cinco concentracfes (25; 50; 100; 200 e 400 ul) foram estabelecidas
apos os testes preliminares preparadas a partir de solu¢cdo mae com 1% da concentracao
de Glifosato informada no produto comercial. A toxicidade aguda foi avaliada através
do célculo da CEsg considerando o nimero de organismos imoveis apds 48 horas de
exposicdo. Apenas os testes com sobrevida maior que 90% dos organismos no controle
foram considerados (ABNT, 2016). Para verificar se a diferenca de temperatura a qual
0s organismos foram expostos em cada tratamento contribuiu para um aumento da
mortalidade, os organismos sobreviventes dos controles (sem Glifosato) de todos os
tratamentos foram transferidos para suas respectivas temperaturas originais ao final dos
testes, e acompanhados por um periodo de 24 horas apdés o término do experimento.
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Durante este periodo, ndo foi observada a mortalidade de organismos tanto nos
controles da temperatura de origem como nos controles das temperaturas teste
transferidos para suas temperaturas originais, sugerindo que a transferéncia de
temperatura ndo induziu um aumento na mortalidade dos organismos. O delineamento

desta primeira etapa € 0 mesmo apresentado na Figura 2.

2.3.2. Efeito da aclimatagéo desenvolvimental sobre a toxicidade termo-
dependente

Com o objetivo de avaliar se a temperatura experimentada ao longo do
desenvolvimento da fémea altera a toxicidade termo-dependente de sua prole, 70
neonatas de fémeas do cultivo padrdo a 25°C foram transferidas para béqueres de 1L
para temperaturas de 20°C e 30°C. Estas foram cultivadas seguindo as mesmas
condigdes do cultivo ja estabelecidas no laboratdrio e normatizadas pela ABNT (ABNT,
2016). O crescimento e a producdo de neonatas foram acompanhados até a populacéo
do cultivo apresentar 10% das fémeas iniciais. Os testes de toxicidade foram conduzidos
com a 22 até a 92 ninhada dessas adultas, seguindo a mesma metodologia do teste de
toxicidade reversivel. O endpoint foi a imobilidade dos individuos e para cada teste foi
calculada a CEsp assim como nos outros testes realizados. O delineamento desta

segunda etapa é 0 mesmo apresentado na Figura 3.

2.4. Analise de dados

Os resultados foram analisados seguindo o procedimento descrito no Capitulo I1.
3. RESULTADOS

3.1. Ajustamento dos modelos

A forma dos modelos demonstrou uma variagdo mais marcada quando
comparados tendo como referéncia as temperaturas de origem (Figura 9) do que
quando comparados em relacdo a temperatura de destino (Figura 10). Os valores de e
(CEsp) dos modelos ajustados tanto nas temperaturas de origem como de destino

demonstram maiores diferencas entre si do que suas inclinagdes (Tabela 5).
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Tabela 5 — Parametros estimados dos modelos gerados para cada combinacdo de temperatura de
origem e destino. Os valores sdo as estimativas dos parametros * erro padrdo da estimativa
(p<0,05, todas as estimativas).

T°C Origem T°C Destino Inclinagéo e (CEso ng/L)
20 25 -5,33+0,74 124,345,79
20 30 -2,51+0,29 90,8+6,37
20 20 -6,05+0,91 181,12+7,9
25 20 -3,21+0,36 123,2+7,43
25 30 -2,27+0,25 165,4+12,12
25 25 -4,25+0,56 224,7+10,6
30 20 -2,97+0,41 301,8+21
30 25 -6,52+0,95 252,7+11,7
30 30 -2,67+0,31 199,3+13,6

3.1.1. Comparacéo dos modelos tendo como referéncia a temperatura de
origem
A inclinacdo dos modelos gerados para a temperatura de origem 20°C (ANOVA,
F=30,723, p=0), 25°C (ANOVA, F=14,744, p<0,0001) e 30°C (ANOVA, F=2327,
p=0) foram significativamente diferentes entre si. A comparacdo dos valores de e (CEso)

¢ apresentada na secao “Razdo das concentragdes de efeito”.

Para os organismos com origem a 20°C, a razdo das inclinacdes dos modelos de
temperatura de destino 20°C/25°C nédo foi significativamente diferente de 1 (razéo
1,13+0,27, t=0,50, p=0,6), mas foi significativamente diferente de 1 para as raz0es entre
as temperaturas de destino 20°C/30°C (razéo 2,41+0,6, t=2,34, p<0,05) e 25°C/30°C
(razdo 2,13+0,37, t=3,09, p<0,01). Para os organismos com origem a 25°C, as razdes
das inclinagdes entre as temperaturas de destino 25°C/20°C (razdo 1,32+0,34, t=0,95,
p=0,34), 20°/30°C (razdo 1,41+0,28, t=1,49, p=0,14) e 25°/30°C (razdo 1,87%0,5,
t=1,75, p=0,08) ndo foram significativamente diferentes de 1. Para 0s organismos com
origem & 30°C, as razfes das inclinacdes entre as temperaturas de destino 30°C/20°C
(razdo 0,9+0,24, t=-0,43, p=0,7) e 25°C/20°C (razéo 2,1+0,7, t=1,82, p=0,07) ndo foram
significativamente diferentes de 1, mas a razdo 30°C/25°C (razdo 0,41+0,1, t=-6,22,

p=0) foi significativamente diferente de 1.
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3.1.2. Comparagdo dos modelos tendo como referéncia a temperatura de
destino

A inclinacdo dos modelos gerados para a temperatura de destino de 20°C foram
sigificativamente diferentes entre si (ANOVA, F=15,414, p=0), porém ndo houveram
diferencas entre as inclinagdes dos modelos gerados para a temperatura de destino de
25°C (ANOVA, F=4,88, p=0,09) e 30°C (ANOVA, F=1,03, p=0,6). A comparacao dos
valores de e (CEsp) ¢ apresentada na se¢do “Razdo das concentragdes de efeito”. Para a
temperatura de destino de 20°C, as razbes das inclinacbes das curvas geradas para
organismos das temperaturas de origem 20°C/25°C (razéo 1,88+0,35, t=2,51, p=0,01) e
20°C/30°C (razdo 2,04+0,42, t=2,5, p=0,01) foram significativamente diferentes de 1,
porém ndo foi significativamente diferente de 1 para a razdo 25°C/30°C (razdo
1,08+0,19, t=0,42, p=0,7).

3.2. Comparacéo das concentracoes de efeito

3.2.1. Comparacdo das concentracbes de efeito tendo como referéncia a

temperatura de origem

Os valores de e (CE50) foram significativamente diferentes para os modelos de
temperatura de origem 20°C (ANOVA, F=61,616, p=0), 25°C (ANOVA, F=56,517,
p=0) e 30°C (ANOVA, F=17,709, p=0) (Figura 9). Para a temperatura de origem de
25°C, as sobreposicdes dos limites de confianga sugerem que os valores de CEs para as
temperaturas de destino de 20°C e 30°C ndo foram significativamente diferentes, sendo
que o valor de CE para 25°C foi maior que os dois (Figura 11). No caso da CEzs, as
temperaturas de destino 25°C e 30°C néo foram significativamente diferentes, sendo que

o valor de CE para 20°C foi menor que os dois.

Para a temperatura de origem 20°C, os valores de CEs, CEsp e CEzs reduziram
com o aumento de temperatura, sendo significamente diferentes entre si, com excegédo
dos valores de CEs para as temperaturas de destino 25°C e 30°C que foram similares.
Para a temperatura de origem 30°C, os valores de CEys e CEsp para as temperaturas de
destino 20°C e 25°C néo foram significamente diferentes entre si. Os valores de CEys e
CEsp para a temperatura de destino de 30°C foi significamente inferior que os valores

para 20°C e 25°C. No caso da CEzs foram os valores para a temperatura de destino 25°C
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e 30°C que néo foram significamente diferentes, sendo o valor para 20°C significamente

superior comparado aos dois.

3.2.2. Comparacdo das concentracfes de efeito tendo como referéncia a

temperatura de destino

Os valores de e (CEsp) foram significamente diferentes entre os modelos gerados
para organismos das trés temperaturas de origem nas temperaturas de destino 20°C
(ANOVA, F=91,712, p=0), 25°C (ANOVA, F=106,27, p=0) e 30°C (ANOVA, F=51,08,
p=0). Para a temperatura de destino 25°C, as sobreposi¢des dos limites de confianga
sugerem que apenas o0s valores de CE,s foram significamente entre si (Figura 12). No
caso de CEsp e CEys, 0s valores para as temperaturas de origem 25°C e 30°C ndo foram
significamente diferentes entre si, com excecdo para 20°C que foi significamente

inferior para as duas temperaturas de origem.

Para a temperatura de destino 20°C, os valores de CEy e CEsp foram
significamente diferentes entre si, sendo os valores de CE para as temperaturas de
origem em 25°C < 20°C < 30°C para ambos. No caso de CE;s os valores seguem 0
mesmo padrdo 25°C < 20°C < 30°C, porém s0 o valor para a temperatura de origem de
30°C é significamente maior que as temperaturas de origem 20°C e 25°C. Para a
temperatura de destino 30°C, os valores de CE;s, CEsp e CE7s demonstram uma relacao
positiva com o aumento da temperatura de origem. Porém, os valores de CE para as
temperaturas de origem 25°C e 30°C ndo foram significamente diferentes entre si. Os
valores para a temperatura de origem 20°C foram significamente diferentes e inferiores

as demais temperaturas.

3.3. Razéo das concentrac0es de efeito

3.3.1. Comparacdo das razdes tendo como referéncia a temperatura de

origem

A razdo entre os valores de e (CEsp) para os modelos gerados em cada
temperatura de destino foi significativamente diferente de 1 para organismos
provenientes de 20°C, 25°C e 30°C.
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Tabela 6 — Razbes das estimativas de e (CEsy) entre as trés temperaturas de destino para
organismos provenientes de cada temperatura de origem. Os valores séo a razdo + o erro padrdo
da estimativa. Os asteriscos indicam a significancia da diferenca das razdes para 1 (teste-t,
niveis de significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Temperatura de origem

20°C 25°C 30°C
m 25°c =137+0,12** 2¢c =0,75+0,07*** 25°c =0,84+0,07*
S o 3o¢C 30°C e
> C
S g 20c =146+0,09%* 25¢ =182+014*** 3¢ =0,66:+0,06***
o 5 25°¢ 20°¢ 20°C
% S wc = 1,99+0,17*** 2¢ =136+0,12** s3ec =0,79+0,07**
= 30°C 30°C 25°¢C

3.3.2. Comparagcao das razdes tendo como referéncia a temperatura de
destino

A razéo entre os valores de e (CEsp) para os modelos gerados para organismos
provenientes de 20°C, 25°C e 30°C em cada temperatura de destino foi
significativamente diferente de 1, com excessdo da razdo das temperaturas de origem
25°C/30°C na temperatura de destino de 25°C.
Tabela 7 — Razdes das estimativas de e (CEsg) entre as trés temperaturas de origem em cada
temperatura de destino. Os valores sdo a razdo * o erro padrdo da estimativa. Os asteriscos

indicam a significancia da diferenca das razbes para 1 (teste-t, niveis de significancia *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).

Temperatura de destino

20°C 25°C 30°C

20c =147 £011%*  2p¢ =049£0,03 ** 20¢ =0,550,06***

25°C 3eC 25°C
e =0,60+£0,05***  20°c =055+0,04** 20°¢ =046+ 0,04 ***
25°C 30°C

e
2sc = 0,41 £ 0,04%** 2s:c =0,89+0,06"N 2s:c =0,83+0,08*

neC ancc 30eC

Temperaturas
de origem
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Figura 9 — Relacdo entre mortalidade e concentracdo de Glifosato para organismos de cada temperatura de origem quando transferidos para cada temperatura
de destino.
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Figura 10 — Relacdo entre mortalidade e concentracdo de Glifosato em cada temperatura de destino para organismos provenientes de diferentes temperaturas.
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Figura 11 — Comparacao das concentracOes de efeito (CE,s, CEsy € CE7s) em trés diferentes
temperaturas de destino para organismos provenientes de trés temperaturas de origem
diferentes. A caixa indica o valor médio e o erro da média, e a barra vertical indica os limites
minimo e maximo das estimativas dos modelos. Letras diferentes indicam que as estimativas
sdo significativamente diferentes. As letras azuis indicam os testes onde as temperaturas de
origem e destino foram iguais.
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Figura 12 — Comparacao das concentracOes de efeito (CE,s, CEsy € CE7s) estimadas em trés
temperaturas de destino para organismos de trés diferentes temperaturas de origem. A caixa
indica o valor médio e o erro da média, e a barra vertical indica os limites minimo e maximo das
estimativas dos modelos. Letras diferentes indicam que as estimativas s&o significativamente
diferentes. As letras azuis indicam os testes onde as temperaturas de origem e destino foram
iguais.
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4. DISCUSSAO

4.1. Toxicidade termo-dependente do herbicida AKB® para Ceriodaphnia
silvestrii

Foram observados dois padrées do efeito da temperatura sobre a toxicidade do
herbicida a base de Glifosato para C. silvestrii (Figura 11). Para as temperaturas de
origem 20°C e 30°C observou-se que a toxicidade aumenta com o0 aumento da
temperatura de destino. Este efeito positivo também foi observado para a toxicidade do
herbicida Roundup® para duas espécies de peixes (FOLMAR; SANDERS; JULIN,
1979), e é comumente observado para outras espécies e xenobidticos (Tabela 1).
Entretanto, para a temperatura de origem de 25°C foi observada uma toxicidade menor a
temperaura de destino de 25°C em comparacdo a toxicidade observada para as
temperaturas de 20°C e 30°C. Além disso, assim como observado para o NaCl, a
temperatura teve um efeito ndo linear sobre a toxicidade do herbicida para C. silvestrii
(Tabela 6). Devido ao efeito diferenciado na temperatura de origem 25°C, este efeito
ndo linear foi diferente para organismos desta temperatura de origem em comparacao
aqueles originarios das temperaturas 20°C e 30°C. A razdo pela qual a toxicidade termo-
dependente observada em organismos originarios a 25°C foi diferente daquela
observada para organismos a 20°C e 30°C pode ser resultado de dois fatores: a faixa de
tolerancia térmica da espécie e o efeito da temperatura sobre a toxicidade da mistura

presente na formulagdo comercial utilizada.

Uma das hipdteses que poderiam explicar a ndo linearidade e a menor toxicidade
observada a 25°C € a de que a toxicidade é menor na temperatura de desempenho
méaximo, aumentando nos extremos da faixa de tolerancia térmica da espécie (BAO;
KOUTSAFTIS; LEUNG, 2008). De acordo com esta hipotese, o padrdo de toxicidade
diretamente proporcional a temperatura comumente reportado na literatura s6 é
verdadeiro quando as estimativas sdo feitas dentro da faixa de tolerancia térmica da
especie. Estudos que testaram o efeito de grandes amplitudes de temperatura sobre a
toxicidade parecem dar suporte a esta hipotese (SNELL et al., 1991; BOECKMAN;
BIDWELL, 2006; PRATO; SCARDICCHIO; BIANDOLINO, 2008). Este pode ser o
caso para C. silvestrii, pois a menor toxicidade relativa foi observada para organismos
com aclimatacédo desenvolvimental a 25°C, a mesma temperatura sugerida como sendo

proxima do 6timo da espécie. Porém, esta hipotese ainda ndo explica o fato da menor
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toxicidade ter sido observada apenas em organimos originarios de 25°C, e ndo em
organismos originarios de 20°C ou 30°C e transferidos para a temperatura de destino de
25°C. Além disso, o efeito da temperatura sobre a toxicidade de Glifosato em
Ceriodaphnia ainda ndo é bem compreendido. Por exemplo, nos experimentos de Tsui
e Chu (2003) a temperatura n&o influenciou significamente a toxicidade de Roundup®

para Ceriodaphnia dubia.

Outro fator que pode ter contribuido para o resultado de toxicidade termo-depedente
observado, € o fato de que a substancia teste utilizada neste estudo € uma mistura
comercial cujo principio ativo é o Glifosato. Os resultados observados séo resultado de
efeito toxico de uma mistura de diferentes substancias quimicas componentes da
férmula do produto. Cada uma das substancias presentes na mistura pode apresentar
uma toxicidade termo-dependente diferenciada, o que pode resultar em um efeito nédo
linear na toxicidade da mistura quando esta é exposta a diferentes temperaturas. Além
disso, os efeitos toxicos de uma mistura podem ser diferentes daqueles observados para
as mesmas substancias isoladas, uma vez que podem ocorrer diversos tipos de
interacBes entre estas substancias, resultando em efeitos aditivos, antagbénicos ou
sinergéticos. Se a intensidade destas interacfes também for alterada com a temperatura,
é provavel que a toxicidade da mistura também pode ndo ser linear. Infelizmente ndo
existem estudos do efeito da interacdo entre temperatura sobre a toxicidade de misturas
com Glifosato. Porem, estudos sobre a toxicidade de misturas comerciais com Glifosato
sugerem que estas misturas podem ser muito mais tdxicas que o principio ativo isolado.
Por exemplo, Luis; Solange; Mir (2011) revisaram uma série de informacdes sobre as
diferencas de toxicidade do ingrediente ativo e de produtos formulados com Glifosato,
especialmente o Roundup®, produto a base de Glifosato mais utilizado no mundo. Eles
observaram que misturas comerciais demonstraram ser sete vezes mais toxicas que 0
Glifosato em algas e plantas aquaticas, 13 vezes em protozoarios, 42 vezes em peixes,
70 vezes em crustaceos e 130 vezes em sapos. Infelizmente ndo existem informacdes
sobre a composicdo do herbicida AKB® utilizado neste estudo, dificultando a
comparagdo com o Roundup®. Entretanto, considerando que ambos os produtos tem o
mesmo fim e utilizam o mesmo e Unico principio ativo, a composi¢do geral dos
produtos é provavelmente similar. Sendo assim, € provavel gque tenha tido um efeito

consideravel da toxicidade de mistura do pesticida testado neste estudo. Este efeito
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somente podera ser elucidado com estudos especificos com misturas a base de Glifosato

expostas a diferentes temperaturas.

4.2. Efeito da aclimatagdo desenvolvimental sobre a toxicidade do herbicida
AKB®

Nesta etapa dos experimentos observou-se um resultado semelhante ao obtido
anteriormente para o NaCl. Organismos aclimatados a uma temperatura mais alta
apresentaram menor sensibilidade quando transferidos para temperaturas mais baixas
(Figura 12, Tabela 5). No entanto, este padrdo so foi observado na relagdo 30°C/20°C.
Quando animais provenientes de 30°C foram expostos ao herbicida a 20°C, o valor de
CEsp dobrou em comparacdo com o valor obtido para os organismos que ja estavam
aclimatados aquela condi¢cdo (Tabela 5). Entretanto, animais aclimatados a 25°C néo
responderam da mesma forma assim como foi visto nos experimentos com NacCl. Para o
herbicida, nas temperaturas de destino 25°C e 30°C a aclimatacdo ndo teve efeito
significativo e ndo diferenciou as respostas dos organismos com temperatura de origem
25°C e 30°C.

Os poucos estudos que investigaram o efeito direto da temperatura sobre a
toxicidade do herbicida Roundup® sugerem um aumento na toxicidade deste herbicida
em baixas temperaturas. Por exemplo, Golovanova e Aminov (2013) avaliaram o efeito
do herbicida Roundup® sobre a atividade das enzimas glicosidases em peixes e
invertebrados com uma combinacdo de diferentes temperaturas e pH e constataram que
a inibicdo foi maior na temperatura mais baixa combinada com pH &cido. J& Baier et al.
(2016) avaliaram os efeitos do herbicida Roundup® sobre o desenvolvimento de girinos
em duas temperaturas (15°C e 20°C) e observaram que na temperatura mais baixa 34%
dos girinos tiveram caudas deformadas, enquanto no controle da mesma temperatura e
nos tratamentos a 20°C n&o houve anomalias. Infelizmente, até 0 momento ndo existem
trabalhos na literatura que testaram um delineamento experimental similar ao
apresentado neste estudo utilizando Glifosato e/ou herbicidas contendo Glifosato,
portanto comparacfes diretas ndo podem ser feitas. O Unico estudo que considerou as
trés temperaturas testadas neste trabalho, 20°C, 25°C e 30°, n&o avaliou o efeito da
aclimatacdo e os resultados da influéncia da temperatura ndo foram significativos

(TSUI; CHU, 2003). Entretanto, os resultados da comparacdo de aclimatacao
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desenvolvimental neste estudo corroboram os resultados mencionados acima, sugerindo

uma maior toxicidade relativa em organismos provenientes de baixas temperaturas.

Com relacdo a alteracdo da inclinagdo dos modelos (Tabela 5) que indica a
distribuicdo da sensibilidade dos organismos testados, algumas diferencas podem ser
observadas. Quando se compara as inclinagdes das curvas de sensibilidade com a
mesma temperatura de origem e destino, observa-se que a distribuicdo da sensibilidade
possui essa sequéncia 20°C < 25°C < 30°C. Este resultado corrobora aqueles obtidos
para NaCl, no entanto entre 20°C e 25°C neste caso ndo houve diferencas significativas,
mesmo assim, ambas inclinages foram mais acentuadas que a de 30°C. Quando se
compara as inclinagdes dos modelos gerados para cada temperatura de origem (Figura
9) pode-se ver claramente como organismos aclimatados a 30°C possuem uma
distribuicdo mais suave entre as fragdes mais e menos sensiveis da populacdo. O maior
valor de e (CEsp = 301,8 pg/l) nestes experimentos foi justamente na curva menos
acentuada das inclinagcbes apresentadas, com animais provenientes de 30°C para a
temperatura de destino de 20°C (Figura 10). Um resultado interessante é que as
inclinacBes das curvas com temperatura de origem 25°C ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, ou seja, estes organismos tiveram o0 mesmo padrdo de
distribuicdo da sensibilidade nas diferentes temperaturas de destino. Esta temperatura de
origem € exatamente a que diferiu na resposta da toxicidade termo-dependente ao
herbicida. Tais resultados demonstram a importancia da inclusdo da aclimatacdo nos
estudos de TDQT para 0s organismos aquaticos, uma vez que a aclimatacdo

desenvolvimental alterou o padréo de resposta de C. silvestrii para o herbicida AKB®.

Atualmente ja existe uma preocupacdo crescente de avaliar os efeitos da
aclimatacdo na toxicidade de estressores ambientais e antropogénicos para Cladocera.
Por exemplo, Cuco et al. (2016) avaliaram o efeito da aclimatacao sobre a toxicidade de
dois fungicidas (tebuconazole e sulfato de cobre) para dois gendtipos de Daphnia spp.
Os organismos foram aclimatados durante cinco geragdes antes de serem utilizados nos
experimentos categorizando uma aclimatagdo multigeracional. Através de seus
resultados, eles também constataram que o padrdo de TQTD positiva ndo deve ser
generalizado, ja que em seus testes as respostas foram dependentes do genétipo e do
quimico testado. Loureiro et al. (2015) investigaram o efeito da aclimatacdo a
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temperatura e salinidade para Daphnia galeata. Os organismos foram aclimatados e
avaliados desde a primeira até a nona geracdo contemplando tanto a aclimatacdo
desenvolvimental como a multigeracional. Os resultados obtidos demonstraram uma
toxicidade termo-dependente positiva ao NaCl, no entanto, apds nove geracgoes o efeito
foi anulado nos organismos que foram aclimatados anteriormente aos dois estressores,
sendo que o mesmo ndo foi observado para os organismos que foram aclimatados
somente nos tratamentos com temperatura. Muyssen; Messiaen; Janssen (2010) também
avaliaram para Daphnia magna o efeito da aclimatacd a dois estressores, neste caso,
temperatura e um metal. Os organismos foram aclimatados durante cinco semanas
categorizando também uma aclimatacdo multigeracional. Seus resultados mostraram
gue os organismos foram mais sensiveis na temperatura mais alta, apresentando um
cenario de TQTD positiva, entretanto, os organismos aclimatados aos dois estressores
tiveram seus limites de tolerdncia térmica potencializados. Estes exemplos confirmam a
relevancia de incorporar a aclimatacdo na avaliagdo da toxicidade de xenobidticos, pois
isto pode colaborar para o melhor entendimento das estratégias utilizadas pelos
cladoceros para lidar com as alteracdes ambientais e assegura previsdes mais realisticas

em um cendrio de mudangas climaticas.

5. CONCLUSOES

e A temperatura tem um efeito significativo na toxicidade do herbicida AKB® para
C. silvestrii, sendo que para as temperaturas de origem 20°C e 30°C foi
observada TQTD positiva, enquanto que para organismos provenientes de 25°C
a toxicidade seguiu o padrédo em forma de U.

e A temperatura tem um efeito néo linear sobre a toxicidade do herbicida para C.
silvestrii independente dos padrbes de resposta terem sido diferenciados nas trés

temperaturas de origem.

e Alinclinacdo das curvas de toxicidade diferenciou-se nas temperaturas de origem
indicando que a aclimatagdo tem papel na distribuicdo da sensibilidade dentro de

uma populacao.
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e A aclimatacdo desenvolvimental a 30°C diminui a sensibilidade de C. silvestrii
quando exposta ao herbicida a 20°C. Este resultado pode evidenciar um efeito
protetivo motivado pelas alteracdes de temperatura.
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Através dos resultados do presente trabalho pode-se concluir que a temperatura teve
um efeito significativo na toxicidade de NaCl e do herbicida AKB® para Ceriodaphnia
silvestrii. Sendo que a tendéncia geral para ambos foi a relacdo positiva entre
temperatura e toxicidade. Em claddceros, essa relacdo € comumente observada. A Unica
excecao ocorreu na temperatura de origem 25°C para 0s experimentos com o herbicida.
Além disso, observou-se que a diferenca entre a toxicidade nas temperaturas nao é
linear e que a razédo entre os efeitos da temperatura pode estar ligada principalmente a
amplitude de tolerancia térmica dos organismos. Sendo assim, para avaliar a toxicidade
termo-dependente se faz necessario conhecer os limites de tolerancia inferiores e
superiores dos organismos-teste e testar o efeito da aclimatacdo sobre a TQTD dentro
dessa amplitude para ndo extrapolar resultados.

Outra conclusdo importante é que a aclimatacdo as temperaturas mais altas
aparentemente pode conferir um efeito protetivo para C. silvestrii. Neste trabalho a
aclimatacdo na temperatura mais alta (30°C), conferiu uma melhor aptiddo dos
organismos quando expostos a temperaturas mais baixas com relagdo aos organismos
que ja estavam naquela condicdo. Além disso, observou-se que a populacdo aclimatada
nesta condi¢do (30°C) teve uma sensibilidade mais distribuida em ambos os
experimentos demonstrando que a aclimatacdo mudou significativamente o perfil de

resposta da populacéo frente as alteracbes no ambiente.

Apesar de este estudo ter revelado resultados relevantes no que se refere aos
aspectos de aclimatacdo a temperatura, ele € apenas uma porta de entrada para estudos
futuros nesta perspectiva de alteragdes climaticas. Para ndo subestimar ou superestimar
efeitos, deve-se lembrar de que apenas estudos reversiveis ndo sdo suficientes para
compreeender como 0s organismos lidam com as pressées ambientais. Além disso, €
necessario conhecer quais sdo os fatores metabolicos e fisiologicos responsaveis pelas
respostas dos organismos frente a combinacdo de estressores ambientais e/ou
antropogénicos. Sendo assim, estudos celulares e moleculares sdo importantes

ferramentas nos estudos de aclimatacao.
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Desta forma, espera-se que as pesquisas futuras deem maior importancia a
aspectos ecoldgicos na avaliacdo de xenobidticos nos ecossistemas aquaticos, uma vez
que eles ajudam a elucidar questdes de como os organismos lidam com condigdes
adversas no ambiente. Compreender 0os mecanismos que estdo envolvidos por tras dos
processos de aclimatacdo e adaptacdo pode colaborar para previsbes de impactos
ambientais mais precisas em um cenario de alterac@es climaticas. Para tal, experimentos
com maior diversidade de organismos-teste, contendo maior espectro de variaveis e
avaliando estes aspectos ecoldgicos, serdo grandes desafios para o futuro da
ecotoxicologia na previsao dos reais efeitos que mudangas ambientais podem causar nos

ecossistemas globais.
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