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“A vida esconde nos lugares mais simples
sua grande beleza que revela qual
o significado de porque persistimos

”

em continuar vivendo

(Pablo Neruda)



Resumo

O pesticida Vertimec® 18 CE é amplamente utilizado no controle de pestes na agricultura como
inseticida, nematicida e acaricida. Embora aplicado sobre plantagdes agricolas, ele pode atingir os
sistemas aquaticos via escoamento superficial e afetar muitas espécies ndo-alvo. Um experimento
simulando o escoamento sobre um campo contaminado consistiu em duas areas separadas por uma
distancia de 6,0 metros, uma ndo-contaminada servindo como controle, e o outra contaminada com
0,125 L m?de Vertimec por meio de um pulverizador manual. As amostras do lixiviado oriundo do
escoamento foram coletadas na parte inferior das areas experimentais em declive. Uma fracdo das
amostras foi utilizada para analises fisicas e quimicas e para realizacdo de testes de toxicidade aguda
em laboratorio, e o restante da amostra foi inoculado em 12 cAmaras cilindricas, imersas em um tanque
preenchido com a agua da represa do Lobo, localizado em um mesocosmo construido em area
proxima. Além da realizacdo de um ensaio cronico in situ, também investigamos os efeitos de
amostras ambientais oriundas dos mesocosmos a parir de ensaios agudos e cronicos realizados em
laboratério com diferentes espécies de invertebrados aquéticos. Trés espécies de invertebrados foram
utilizadas como organismos teste neste estudo: Chironomus sancticaroli (Insecta Diptera), Hydra
viridissima (Cnidaria, Hydridae) e Girardia tigrina (Plathyelminthes, Turbellaria). Os valores de LC*
96h para o pesticida Vertimec® 18EC foram: 0,14 mL L™ (2,52 mg L™ de abamectina) para H.
viridissima, 0,28 mL L™ (494,0 ug L™ de abamectina) para G. tigrina e 0,54 10° mL L™ (97,0 ng L™ de
abamectina) para C. sancticaroli. Estes resultados indicam que C. sancticaroli tem uma sensitividade
muito mais elevada a este pesticida do que as outras espécies testadas. No experimento em
mesocosmos foi observado que no tratamento onde foi inoculado o lixiviado oriundo da area
contaminada, o comprimento e a largura do corpo e da capsula cefélica das larvas sobreviventes foram
menores quando comparadas a dos individuos que foram expostos aos controles, evidenciando que a
exposicao cronica ao Vertimec via lixiviado oriundo da &rea contaminada afetou o crescimento das
larvas de C. sancticaroli. Além disso, algumas larvas no mesocosmo contaminado (via runoff) tiveram
deformidades no mento (4,2%). As andlises referentes & comunidade de macroinvertebrados
bentbnicos total nos mesocosmos ao final do experimento mostraram que no tratamento com aplicacao
direta do Vertimec houve 100% de mortalidade de C. sancticaroli e um decréscimo de quase 80% na
rigueza de taxons e na densidade total da comunidade bentbnica quando comparada com a
comunidade no controle. Nenhum téxon pertencente & Classe Insecta foi registrado no tratamento
contaminado diretamente pelo contaminante utilizado corroborando a elevada toxicidade deste
inseticida. Considerando todos os resultados, podemos concluir que o Vertimec® 18EC é altamente

toxico a comunidade de macroinvertebrados bent6nicos e que 0s ecossistemas aquaticos contaminados



com o escoamento superficial de areas agricolas com aplicacdo deste pesticida serdo adversamente
afetados.

Palavras-chave: Toxicidade do vertimec, abamectina, poluicdo aquética, organismos-teste,

lixiviado téxico, mesocosmo.




Abstract

The pesticide Vertimec® 18EC is largely used to control pests in agriculture acting as insecticide,
nematicide and acaricide. Although applied in agricultural lands it can reach the aquatic systems via
surface runoff and affect many non-target species. A field experiment simulating the runoff over a
field plot contaminated which consisted of two 6 m apart agricultural plots, one non-contaminated,
acting as control, and the other contaminated with 0.125 L m™ of Vertimec using a backpack sprayer.
Runoff samples were collected downstream the plots. One fraction was used for physical and chemical
analysis and laboratory acute toxicity tests and the remaining sample was inoculated in 12 cylindrical
chambers, immersed in a water tank filled with Lobo Reservoir water, in a nearby constructed
mesocosm. Three species of freshwater invertebrates were used as test-organisms in this study:
Chironomus sancticaroli (Insecta, Diptera), Hydra viridissima (Cnidaria, Hydridae) and Girardia
tigrina (Plathyelminthes, Turbellaria). The values of LCs, 96 h for Vertimec® 18EC were: 0.14 mL L~
' (2.52 mg L™ of abamectin) for H. viridissima, 0.028 mL L™ (494 ugL™ of abamectin) for G. tigrina
and 0.54 10° mL L™* (97 ng L™* of abamectin) para C. sancticaroli. These results indicate that C.
sancticaroli has a much higher sensitivity to this pesticide than the other species tested. In the
experiments in mesocosms it was found that in the highest concentration tested, the length and width
of the body and cephalic capsules of the larvae in the contaminated runoff were smaller than those of
the larvae from both, the control and non-contaminated runoff, evidencing that the chronic exposure to
the Vertimec contaminated runoff affected adversely the growth of C. sancticaroli larvae. In addition
some larvae in the contaminated mesocosm had mentum deformities (4.2%). The analyses of the
whole community in the mesocosms at the end of the experiment showed that in the treatment with
direct application of Vertimec, there were 100% mortality of all C. sancticaroli inoculated larvae, and
almost 80% decrease in the richness of taxa and in the total density of benthic organisms when
compared with the community in the control. No taxa belonging to the Class Insecta were recorded in
the contaminated treatment corroborating the strong toxicity of this insecticide. From all results
obtained we conclude that Vertimec® 18EC is highly toxic to benthic macro-invertebrates community
and that aquatic ecosystems contaminated by agricultural runoff with this pesticide will be adversely
affected.

Key words: vertimec toxicity, abamectin, aquatic pollution, test-organisms, toxic runoff, mesocosms.



SUMARIO

Estruturacéo da tese 1
Contextualizacao e justificativa da pesquisa 3
1. Introducéo 3
2. Objetivo 11
3. Referéncias bibliograficas 12

CAPITULO 1

O lixiviado produzido em campos agricolas simulados tratados com Vertimec® 18 CE é toxico para
a biota aquética? — Experimentos em mesocosmos e em laboratério

Resumo 20
1. Introducdo 22
2. Materiais e métodos 23
3. Resultados 27
4. Discussao 31
5. Conclusoes 33
6. Referéncias bibliograficas 34
CAPITULO 2

Estudos de Campo em Mesocosmos e em Laboratério para a Avaliacdo dos efeitos toxicos de
Vertimec® 18 CE sobre a comunidade bentdnica, com énfase em Chironomus sancticaroli

Resumo 41

1. Introducéo 44
2. Materiais e métodos 46
3. Resultados e discussao 53
4. Conclusoes 69
5. Referéncias bibliograficas 70
CAPITULO 3

Testes de toxicidade aguda em laboratério para avaliar os efeitos do pesticida Vertimec® 18 CE
sobre a biota aquatica utilizando a espécie de agua doce Hydra viridissima (Cnidaria, Hydrozoa)
COmMOo um organismo-teste

Resumo 81
1. Introdugéo 84
2. Materiais e métodos 86
3. Resultados e discussao 90
4. Conclusoes 100
5. Referéncias bibliograficas 101
CAPITULO 4

A toxicidade aguda do pesticida Vertimec® 18 CE para a planéria de 4gua doce Girardia tigrina
(Platyhelminthes, Turbellaria)

Resumo 109
1. Introdugéo 111
2. Materiais e métodos 112




3. Resultados e discusséo

115

4, Conclusoes

124

5. Referéncias bibliograficas

Conclusdes Gerais

125

133

135

Apéndice A




Estruturacéo da tese

Esta tese refere-se a um estudo ecologico realizado como parte de um projeto mais
abrangente desenvolvido no Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada da Escola de
Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Séo Paulo, campus de Sao Carlos. O projeto teve
como objetivo geral avaliar os impactos ambientais decorrentes do uso de pesticidas em
sistemas agricolas e os efeitos colaterais dessa atividade para os ecossistemas aquaticos
continentais, com énfase nos diferentes niveis de organizagdo: individuos, populacfes e
comunidades.

Os estudos aqui apresentados referem-se especificamente a comunidade de macro-
invertebrados bentbnicos em mesocosmos e a espécies de invertebrados aquaticos
pertencentes a comunidade bentdnica ou a fauna associada as macrofitas, utilizados como
organismos-teste em bioensaios ecotoxicoldgicos.

A tese foi estruturada em um modelo misto com a Introducdo, os Objetivos Gerais e as
Referéncias das partes iniciais separadas em itens e o restante organizado na forma de quatro
capitulos cada um contendo Introducdo, Metodologia, Resultados, Discussdo, Conclusdes e
referéncias bibliogréficas proprias, ja na forma de manuscritos de trabalhos que depois de
revisados serdo submetidos para publicacdo em periddicos especializados. Contém ainda
breves conclusdes gerais e um anexo.

Os capitulos relativos aos manuscritos compreendem dois estudos derivados do
experimento de simulacdo em campo da aplicacdo direta do pesticida Vertimec sobre o solo e
de um evento de runoff por meio de chuva artificial em intensidade e duracdo compativeis
com os niveis médios de chuvas registrados na Estacdo Meteoroldgica local. Os trabalhos
oriundos deste experimento intitulam-se: “O lixiviado produzido em campos agricolas
simulados tratados com Vertimec® 18 CE é t6xico para a biota aquética? — Experimentos em
mesocosmos e em laboratorio” e “Estudos de campo em mesocosmos e em laboratorio para a
avaliacdo dos efeitos téxicos de Vertimec® 18 CE sobre a comunidade bentdnica, com énfase
em Chironomus sancticaroli” e sdo apresentados nos capitulos 1 e 2 respectivamente.

Os outros dois manuscritos apresentados compreendem estudos ecotoxicoldgicos
referentes a avaliacdo da toxicidade do Vertimec a outros componentes da biota aquética e
referem-se a estudos laboratoriais desenvolvidos no Laboratério de Ecotoxicologia do

Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de Sdo Carlos. Estes
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trabalhos tiveram por objetivo testar a sensibilidade de duas outras espécies de organismos-
teste e intitulam-se: Testes de toxicidade aguda em laboratério para avaliar os efeitos do
pesticida Vertimec® 18 CE sobre a biota aquética utilizando a espécie de agua doce Hydra
viridissima (Cnidaria, Hydrozoa) como um organismo-teste e “A toxicidade aguda do
pesticida Vertimec® 18 CE para a planaria de agua doce Girardia tigrina (Platyhelminthes,

Turbellaria)” e encontram-se apresentados nos capitulos 3 e 4 respectivamente.

Analise do efeito do Vertimec® 18CE em
ecossistemas aquaticos

Atividades pré-camp o e laboratorio

Experimento em campo Teste de sensibilidade ao agrotoxico Vertimec 18 CE EFPEITIETID Em Gy
"“Field runoff simulation™ utilizando diferentes organismos aquaticos "Ruroff’ ¥ Mesocosmos
Ftapa 1 {Etapa 2)
(Etapa 1] {Etapa 3)
Compartimento biotico: comunidade Compartimento abiotico:
Testes de toxicdidade com a de macroinvertebrados bentdnicos analises limnologicas

espécie bentdnica
Chironomus sarcticarolf
exposta as amostras do
"runoff*

Aspectos estruturais
{composicao e densidade)

Compartimento hidtico:
testes de toxicidade in suu e
em laboratario com a

Analise dos dados especie Chironomus
sancticaroli exposta as
amostras do mesocosmo

Figura 1. Fluxograma resumido das etapas desenvolvidas no presente estudo.



1. Introdugéo

1.1 Contextualizacao da tese

A agricultura brasileira tem se destacado com numeros cada vez mais expressivos na
producdo, em area plantada, na exportacdo e na diversidade de tecnologias empregadas no
campo. Tal crescimento levou também a utilizacdo de maiores quantidades de pesticidas na
producdo agricola, colocando o Brasil como o segundo maior consumidor mundial destes
insumos em 2006 (ANVISA, 2006). Em 2010, o Brasil liderou o ranking mundial de consumo
de pesticidas com o gasto anual de US$ 7,1 bilhdes, ante US$ 6,6 bilhdes do segundo
colocado, os Estados Unidos (Pacheco, 2010).

Este uso intenso de agroquimicos tem ocasionado impactos ambientais crescentes e
severos riscos a saude humana, ndo s6 pelo uso excessivo, mas principalmente, pela auséncia
de medidas de seguranca nos procedimentos adotados em suas aplicacOes e descarte de
residuos.

Dependendo das caracteristicas ambientais e da maneira como € aplicado nas areas
agricolas, o uso exacerbado de pesticidas possibilita o carreamento de contaminantes para 0s
corpos de agua superficiais ou a sua percolagdo para o lencol freético levando a contaminacao
de &guas subterraneas. Nas aguas superficiais, sejam rios, lagos ou reservatorios, 0s pesticidas
podem afetar diversas comunidades bioldgicas e o equilibrio dos ecossistemas.

Atualmente o pesticida comercialmente denominado Vertimec® 18 CE vém sendo
bastante utilizado em culturas agricolas para o controle de insetos, &caros e nematoides (Kolar
et al., 2008). Seu principal ingrediente ativo é a abamectina, um produto natural obtido a
partir da fermentacdo do actinomyceto Streptomyces avermitilis descoberto em 1975 pela
Merck & Co., Inc (Burg et al., 1979). A classificacéo toxicoldgica do Vertimec® 18 CE é na
classe Ill, considerada como “medianamente toxico”, porém este pesticida € considerado
como um produto muito perigoso para 0 ambiente por ser altamente persistente e
extremamente toxico para microcrustaceos e peixes. Porém, informacdes a respeito dessa
substancia ndo sdo suficientes para comprovar se seus efeitos podem ou ndo oferecer riscos
aos organismos nédo-alvo (Vieira, 2010).

Assim, com base em pequeno numero de informacdes, diversos Orgdos vém
permitindo o uso da abamectina e seus derivados em atividades agropecuarias enquanto que

paises como os Estados Unidos, Japdo e Canada ja vetaram o uso de diversas substancias
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suspeitas de elevar os indices de cancer, mutacGes e também de causar diversos problemas
neuroldgicos. No estado de S&o Paulo um projeto de lei em 2009 colocou em avaliagdo a
utilizacdo de 14 principios ativos que sdo usados na composicdo de mais de 200 pesticidas,
dentre eles a abamectina, ingrediente ativo do Vertimec® 18 CE (BRASIL 2010). Esse fato
demonstra a necessidade de estudos que tenham como objetivo compreender as consequiéncias
do uso do Vertimec® 18 CE nos ambientes naturais e seus possiveis impactos nas
comunidades aquaticas.

E em meio ao crescente uso de pesticidas que os estudos ecotoxicoldgicos vém sendo
destinados para a avaliacdo dos possiveis impactos ambientais relacionados a contaminacao
de ambientes aquéticos por esta classe de compostos ou agentes toxicos. Estes trabalhos
permitem avaliar os danos ocorridos nos diversos ecossistemas apds a contaminacdo e
também prever impactos futuros sobre a comercializacdo de produtos quimicos e langamentos
de residuos num determinado ambiente (Zaggato, 2006).

Para se adquirir conhecimento sobre os efeitos causados por estas substancias,
diversos tipos de testes tém sido utilizados com organismos de diferentes niveis tréficos.
Porém por razdes praticas, os primeiros estudos sobre o efeito dos poluentes foram
desenvolvidos em laboratério e na maioria das vezes em nivel individual, avaliando apenas
parametros particulares. Diferentemente dessas avaliagOes laboratoriais, os estudos realizados
em campo sdo valiosas ferramentas de pesquisa na ecologia (Odum, 1988).

Estudos em mesocosmos sdo desenvolvidos para simular partes de ecossistemas
aquaticos naturais (OECD, 2006) e fornecem informacGes para estimar os efeitos ecoldgicos e
0 destino de substancias quimicas nas comunidades bioldgicas e ecossistemas (Pestana, et al.,
2009).

Entre os organismos recomendados para ensaios ecotoxicoldgicos, os pertencentes a
fauna bentdnica tém sido utilizados no Brasil e no exterior. O uso deste grupo como indicador
da saude ambiental em ecossistemas aquaticos é conhecido por fornecer boas informac6es
sobre a qualidade da 4gua e também do sedimento.

O sedimento representa um importante compartimento no sistema aquatico
responsavel pelo acimulo e liberacdo de substancias, tornando-se, portanto, um sumidouro ou
fonte desses elementos. Comportando-se como fonte de poluentes para a coluna d'agua, a
liberacdo de substancias toxicas pelo sedimento pode causar uma alteracdo geral nas

condi¢cBes do sistema (Dornfeld, 2006a). Porisso, 0s bioensaios ecotoxicoldgicos com
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sedimento utilizando organismos bentbnicos sdo ferramentas importantes que fornecem
informagdes sobre o nivel de contaminagdo e também sobre os locais que proporcionam maior
risco a biota aquatica.

A comunidade de macroinvertebrados bentdnicos € representada por uma variedade
de espécies, incluindo tanto espécies sensiveis como tolerantes aos agentes toxicos, e que
ocupam diversos niveis e nichos troficos nos ambientes naturais (Rosenberg & Resh, 1993).
Os organismos desta comunidade também constituem um importante recurso alimentar para
outros invertebrados e para os vertebrados nas redes troficas e desempenham importante papel
na reciclagem de nutrientes e transferéncia de energia nos ecossistemas aquaticos de agua
doce (Esteves, 1988).

1.2 Chironomus sancticaroli como organismo-teste

Entre os principais representantes a comunidade de macroinvertebrados béntonicos, os
organismos da Familia Chironomidae representam um grupo de grande importancia,
principalmente pela sua grande abundancia, alta diversidade e ampla distribuicdo na maioria
dos ecossistemas aquaticos continentais (Epler, 1992). Esses invertebrados freqlientemente
constituem a proporcdo mais significativa da biomassa benténica e sdo os Unicos insetos, além
dos representantes da Ordem Hemiptera, a possuirem hemoglobina, o que os torna capazes de
tolerar baixas quantidades de oxigénio dissolvido (Almeida, 2002). As trocas gasosas séo
facilitadas através de ondulagdes do corpo dentro dos tubos, produzindo fluxo de agua ao
redor do corpo (Cranston, 1995).

A espécie C. sancticaroli (Strixino, 1980; Strixino & Strixino, 1982), erroneamente
chamada e classificada como sinonimia de Chironomus xanthus (Trivinho-Strixino, 2011),
ocorre no Estado de Sdo Paulo, sendo portanto de grande relevancia ecoldgica regional. A
partir do estudo do ciclo de vida deste organismo, um protocolo de cultivo laboratorial foi
desenvolvido com o objetivo de padronizacdo desta espécie como um organismo teste
(Fonseca & Rocha, 2004). A adequacdo desta espécie como organismo-teste deve-se,
principalmente, a facilidade na obtencdo de desovas e de sua manutencdo em laboratério em
elevadas densidades, além do fato de se ter muitas informagdes bioldgicas por ja ter sido alvo
de diversos estudos biologicos e ecotoxicologicos anteriores (Strixino, 1980; Strixino &
Strixino, 1982; Fonseca, 1997; Pamplin, 1999; Dornfeld, 2002, Dornfeld, 2006a; Dornfeld,



2006b; Fonseca & Rocha, 2004; Almeida, 2002; Sotero-Santos et al., 2007; Printes et al.,
2011 e Novelli et al., 2012).

O ciclo de vida da espécie C. sancticaroli é dividido em quatro estagios ou fases
distintas, sendo trés aquaticas: um estagio de ovo, um estagio larval (consistindo em quatro
instares), um estagio de pupa e uma fase aérea (estagio adulto). Em condicbes favoraveis a
larva pode chegar ao estagio de pupa emergindo como adulto entre 12 a 15 dias apds a
eclosdo do ovo, em cultivos sob temperatura de 24°+1°C (Fonseca & Rocha, 2004). Com
aproximadamente dois dias de vida ap0s a emergéncia, os adultos copulam e as fémeas
depositam os ovos reunidos numa massa de forma espiralada envolta em mucilagem
gelatinosa, a qual é depositada junto a superficie da &gua, geralmente no inicio da manha.

A massa gelatinosa que envolve o0s ovos, e que de certa forma também os protege de
impactos ambientais, serve de alimento para as larvas durante certo tempo como constatado
por Strixino (1980). Em média, 500 a 600 ovos sdo depositados numa massa ovigera. Os ovos
eclodem entre 44 e 48 horas ap0s a deposi¢do quando em temperaturas na faixa de 22°C a
25°C. As larvas medem em torno de 0,005 - 0,0999 mm de largura da cabeca (Fonseca,
1997). As duracdes médias de cada estagio larval sdo: quatro dias para o 1° instar; dois dias
para 0 2° instar; dois dias para o 3° instar e seis dias para o0 4° instar. As larvas iniciam a
construcdo dos casulos a partir do 2° instar. O estagio de pupa corresponde ao final do 4°
instar. Apds a emergéncia a duracdo média do estagio adulto é de 2 dias.

A largura da capsula cefalica da larva é a melhor variavel para definir o instar larval
dos quironomideos (Strixino & Strixino, 1982) (Figura 1).

Cada instar tem um tempo de duracdo diferente, sendo que o quarto instar é o mais
longo devido ao crescimento geométrica do tamanho do corpo (Fonseca & Rocha, 2004). Os
machos se distinguem das fémeas por apresentarem as antenas plumosas, abdomen mais
delgado e genitalia visivel (USEPA, 2000).
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Figura 1. Relacéo entre o comprimento da capsula cefalica (mm) e o comprimento do
corpo (mm) em quatro instares larvais para a espécie Chironomus sanctiaroli. Fonte:
Strixino and Strixino (1982).

Por ser uma espécie bentdnica, C. sancticaroli vem sendo utilizado em ensaios com
sedimento. Mas isso ndo significa que ele ndo seja sensivel a contaminantes presentes na
coluna d’4gua, pois o primeiro instar da larva (que possui habito planctonico) e o estagio de
pupa ndo ficam no sedimento. Ainda, quando estdo enterrados no sedimento, 0s
quironomideos podem ser afetados por substancias presentes na agua, muito provavelmente
através da presenca deste solvente entre os poros do sedimento (Hoke, et al., 1993; Tsui and
Chu, 2004).

1.3 Estudos ecotoxicoldgicos utilizando macroinvertebrados bentdnicos para avaliar 0s
efeitos de pesticidas

Diferentes espécies de invertebrados aquaticos tém sido utilizadas em laboratério para
determinar a toxicidade substancias quimicas e amostras ambientais. Estes organismos sdo
considerados bons indicadores de poluicdo ambiental por apresentarem baixa mobilidade e
habitarem os sedimentos, sendo assim através de seus habitos alimentares podem refletir bem
contaminagOes ambientais (Gorni & Weber, 2004).

Os efeitos adversos de substancias quimicas nos organismos incluem tanto efeitos
letais (que ocasionam mortalidade em bioensaios ou testes de curta duragdo) quanto efeitos
sub-letais (que ocasionam efeitos diversos em bioensaios ou testes de longa duragdo), como
mudangas no crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Bioensaios de toxicidade aguda
s80 vantajosos por apresentarem respostas em curto periodo de tempo, sendo muito Uteis em
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tomadas de decisdo e monitoramento. Porém, os bioensaios de toxicidade crénica tém
mostrado ser uma importante e eficiente ferramenta para avaliacdo dos efeitos toxicoldgicos
causados por contaminacOes, pois estes utilizam diferentes parametros finais ou “endpoints”
além da sobrevivéncia ou mortalidade (Dornfeld, 2006a).

Estudos laboratoriais utilizando organismos bentdnicos para avaliar a qualidade e
toxicidade da agua e do sedimento ja foram realizados no Brasil e no exterior. No Brasil,
espéecies ja utilizadas foram Chironomus sancticaroli (Fonseca, 1997; Pamplin, 1999;
Dornfeld, 2002; Almeida, 2002; Dornfeld, 2006b e Sotero-Santos et al., 2007, Printes et al.,
2011 e Novelli et al., 2012), Branchiura sowerbyi (Almeida, 2007), Hyalella meinerti e
Hyalella azteca (Araujo, 2005 e outros trabalhos citados anteriormente). No exterior, a maior
parte dos trabalhos realizados fizeram o uso de espécies e protocolos normatizados para
invertebrados béntonicos (USEPA, 2000; ASTM, 2000) na realizacdo de estudos
ecotoxicologicos.

Em meio a crescente utilizacdo de inseticidas, herbicidas entre outros pesticidas,
aliado aos diversos impactos causados a satude humana e ambiental nas ultimas décadas, no
Brasil, estudos experimentais utilizando macroinvertebrados bentdnicos para avaliacdo dos
efeitos de pesticidas como em Coler et al. (2005) e Novelli et al. (2012) ainda s&o esparsos. A
maior parte dos trabalhos existentes na literatura, tiveram como objetivo quantificar a
bioacumulagéo de pesticidas em comunidades bentonicas naturais (Gorni & Weber, 2004).

No exterior, entre os estudos experimentais laboratoriais com pesticidas ou amostras
ambientais contaminadas com estas substancias, 0s organismos-teste mais comumente
utilizados foram: Branchiura sowerbyi, Limnodrilus hoffmeisteri, Lumbriculus variegatus,
Chironomus riparius, Chironomus tentans, Hyalella azteca e Anodonta cygnea, 0os quais
foram utilizados tanto em ensaios de toxicidade aguda (Naqvi, 1973; Ankley; Collyard, 1995;
Moore et al., 1998; lannacone et al., 2000; Hahn et al., 2001; Tsui & Chu, 2004; Forcella et
al., 2007; Saha & Kaviraj, 2007 e Akerblon et al., 2008) como (e/ou) de toxicidade cronica
(Kontrenzki, et al., 1997; Sturm & Hanses, 1999; Verrhiest et al., 2001; Péry et al., 2004;
Rakotrondovelo et al., 2006 e Pestana et al., 2009).

Muitas pesquisas e estudos laboratoriais, como os trabalhos citados anteriormente, tem
sido focados na avaliacdo da repetibilidade e reprodutibilidade de testes normatizados para
laboratdrios, analisando apenas aspectos particulares de determinadas espécies. Pouca atencéao

tem sido voltada para a relagdo entre os resultados de testes em laboratério e os efeitos de
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estudos ecotoxicologicos “in situ”. Porém, alguns trabalhos tém centrado sua atencdo para
essa questdo e através de estudos em laboratorio e campo puderam obter informacGes
complementares para 0s organismos-teste utilizados (Conrad et al., 1999; Faria et al., 2007).

O uso controlado de experimentos semi-naturais, como mesocosmos, fornecem a
oportunidade de se realizarem pesquisas em nivel de ecossistema que podem gerar
informagdes adicionais aos ensaios laboratoriais. Bioensaios in situ instalados em
experimentos semi-naturais, tem a vantagem de testar espécies-teste sob condicdes reais de
campo, comparado aos testes de laboratorio (Pestana, et al., 2009).

Muitos estudos em mesocosmos, também ja foram realizados com o objetivo de
avaliar os efeitos de pesticidas sobre a comunidade de macroinvertebrados bentonicos, seja
por adi¢do (“input”) intencional (Caquet, et al., 2007) ou indireta (escoamento superficial ou
runoff) de pesticidas (Schulz & Liess, 1999).

1.4 Vertimec® 18 CE

A abamectina, também conhecida pelo nome comercial Vertimec® 18 CE, é uma
mistura de avermectinas contendo cerca de 80 % de avermectina B, (C4gH72014) € 20 % de
avermectina By, (C47H70014), pertencendo ao grupo quimico das Avermectinas. Estas
substancias fazem parte de um grupo de antibidticos macrociclicos obtidos a partir da
fermentacdo do actinomiceto Streptomyces avermetilis (Burg et al., 1979; Halley et al., 1989).

As avermectinas possuem alta toxicidade para peixes e invertebrados aquaticos
(BURG et al., 1979) e podem ser rapidamente foto-degradadas em agua ou adsorvidas nas
particulas do solo, sedimentos e matéria organica. A classificacio toxicoldgica do Vertimec®
18 CE ¢é na classe lll, considerada como um produto “medianamente toxico”. Sendo assim,
este produto pode oferecer riscos ao ambiente aquatico, especialmente pelo uso frequente
dessa substéncia (Tisler & Erzen, 2006) e pela sua classificacdo quanto a periculosidade
ambiental (classe Il - altamente perigoso e persistente).

O pesticida Vertimec® 18 CE é um composto amplamente utilizado em diversas
culturas, particularmente nas culturas de morango e batata. Uma recente pesquisa realizada
pela ANVISA (2007) destacou que as culturas de tomate, alface e morango séo as que mais
contém residuos de pesticidas entre as culturas de frutas e verduras. Segundo Rodrigues
(2006), 0 municipio de Bom Repouso (MG) é um exemplo de local onde a utilizacdo dessa

substancia é realizada com freqiiéncia e em grandes quantidades. O municipio tem como
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principal atividade econdmica a agricultura, sendo os principais cultivos os de morango e
batata (culturas mais comuns nessa regido), sendo responsavel por 40% da producdo de
morango e primeiro produtor de batata inglesa.

Alguns trabalhos desenvolvidos por Brigante e Espindola (2003) e Rodrigues (2006)
nesta regido, destacaram os efeitos toxicos decorrentes da contaminacdo por pesticidas,
principalmente devido ao seu uso nos plantios das culturas citadas anteriormente.

Atualmente, as informacdes a respeito do uso de Vertimec® 18 CE néo séo suficientes
para uma clara compreensédo dos efeitos nocivos aos organismos nao-alvo. Assim, baseado no
pequeno numero de informacdes, diversos 6rgdos vém permitindo o uso da abamectina e seus

derivados em atividades agropecuarias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral do presente estudo é avaliar os efeitos do pesticida Vertimec® 18 CE

sobre invertebrados aquéticos, por meio de estudos ecotoxicologicos.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar e comparar a sensibilidade de Chironomus sancticaroli as amostras de agua
provenientes do escoamento superficial das parcelas de solo previamente contaminadas por
Vertimec® 18 CE, através de testes de toxicidade aguda e cronica parcial, em experimentos
laboratoriais e in situ;

b) Avaliar algumas caracteristicas estruturais e funcionais do ambiente aquatico
(variaveis fisicas, quimicas e biolégicas) em decorréncia da aplicacdo direta do Vertimec® 18
CE e de agua proveniente do runoff de um ambiente contaminado por meio de experimentos
em mesocosmo;

c) Testar a hipotese de que Vertimec® 18 CE é altamente t6xico para 0s componentes
da biota de &gua doce usando a espécies de invertebrado Hydra viridissima como um
organismo-teste em ensaios experimentais de laboratério, avaliando além da mortalidade,
alteracdes morfologicas no corpo e tentaculos dos individuos;

d) Avaliar a toxicidade aguda (mortalidade) em relacdo a espécie Girardia tigrina

exposta a diferentes concentragdes deste pesticida durante 4 dias de experimento (96h).
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Capitulo 1

O lixiviado de campos agricolas simulados tratados com Vertimec® 18 CE é

téxico para a biota aquatica? — Experimentos com mesocosmos e em laboratorio.

Resumo

O Vertimec ® 18 CE é um pesticida amplamente utilizado em &reas agricolas, mas
também toxico para alguns organismos aquaticos. Para avaliar este ultimo efeito, parcelas
experimentais de solo sem cobertura vegetal sobre um terreno inclinado foram contaminadas
com o pesticida Vertimec e amostras do lixiviado (runoff) foram coletadas em valas
impermeabilizadas localizadas terreno abaixo. Analises fisicas e quimicas e testes de
toxicidade com larvas do organismo-teste Chironomus sancticaroli foram realizadas com o
objetivo de testar seu efeito sobre os organismos aquaticos ndo-alvo. As diluicdes de 6,25; 25;
50; 75 e 100% do lixiviado foram testadas quanto a toxicidade aguda (CL50 - 96h) e também
para o efeito cronico sobre a emergéncia dos adultos. Comparacdes referentes a toxicidade do
Vertimec no lixiviado contaminado e no produto comercial foram realizadas em varias
concentracdes. Ndo foi observado efeito toxico para qualquer concentracdo do lixiviado ndo
tratado (controle - RNC), mas a toxicidade foi detectada em todas as concentracOes testadas
do lixiviado contaminado (RC). A CL50 - 96 h para o RC foi 8,25% (3,30 mg L™ de
abamectina). Nenhuma das larvas expostas ao RC alcancou o estagio adulto. CL50 - 96 h para
a formula comercial foi de 0,54 10° mL L™ (97 ng L™ de abamectina). Portanto, o Vertimec é
extremamente tdxico para 0s organismos aquaticos, representando um risco para a

biodiversidade e, eventualmente, para o funcionamento dos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: abamectina, ecotoxicologia aquética, Chironomus sancticaroli, pesticidas.
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Abstract

Vertimec® 18 EC is a pesticide largely used on agricultural land but also toxic to some
aquatic organisms. To assess this latter effect, bare experimental plots on sloping land were
contaminated with Vertimec and runoff samples were collected downhill from a water
proofed trench. Physical and chemical analysis and toxicity tests were carried out, with
Chironomus sancticaroli larvae as test-organism, aiming to test its effect upon non-target
aquatic organisms. Dilutions of 6.25, 25, 50, 75 and 100% runoff water were tested for acute
toxicity (LC50 - 96h) and also for chronic effects on adult emergence. Comparisons on the
toxicity of Vertimec in contaminated runoff (CR) and with that of the liquid product were
performed at several concentrations. No toxic effect was observed at any concentration of the
untreated runoff (control - UR), but toxicity was detected at all concentrations of the
contaminated runoff tested. The LC50 - 96 h was 8.25% (3.30 pg L™ abamectin). None of the
larvae exposed to contaminated runoff reached the adult stage. LC50 - 96 h for liquid product
was 0.54 10° mL L™ (97 ng L™ of abamectin). Therefore, Vertimec is potentially highly toxic
to aquatic organisms, representing a risk to biodiversity and eventually to the functioning of

aquatic ecosystems.

Keywords: abamectin, aquatic ecotoxicology, Chironomus sancticaroli, pesticides.
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1. Introdugéo

O Vertimec® 18 CE tem a abamectina como ingrediente ativo e uma variedade de usos
como inseticida, nematicida e acaricida para frutas e hortalicas, bem como para cultivo de
plantas ornamentais (MAPA, 2013). De acordo com Schenck e Lagman (1999), a abamectina
é uma mistura que contém aproximadamente 80% de avermectina Bla (C4sH72014) € 20% da
avermectina Blb (Cs7H;0014). As avermectinas (por exemplo, abamectina, doramectina,
ivermectina) sdo obtidas a partir dos produtos de fermentagdo natural do actinomiceto de solo
Streptomyces avermitilis descoberto em 1975 pela Merck & Co., Inc (Burg et al., 1979). Estes
compostos sdo pouco sollveis em &gua, mas altamente lipofilicos e facilmente sollveis em
muitos solventes organicos (Roth et al., 1993). A ivermectina é amplamente utilizada na
medicina veterindria contra endo- e ectoparasitas de animais silvestres (bovinos, ovinos,
suinos e equinos), e como um tratamento profilatico para verminoses caninas (por exemplo,
como anti-helmintico) (Fisher & Mrozic, 1992).

A classificacdo toxicolégica oficial do Vertimec® 18 CE é na classe IlI
(“moderadamente toxico”) (MAPA, 2013). Entretanto, a sua classificacdo quanto ao potencial
de periculosidade ambiental enquadra-se na classe Il, ou seja, uma substancia tdxica muito
perigosa, altamente persistente e extremamente toxica para microcrustaceos e peixes, afetando
organismos ndo-alvo (Campbell et al., 1989).

Algumas estimativas indicam que menos de 0,3% do produto aplicado nos campos
agricolas atinge os organismos-alvo (Pimentel, 1991), enquanto que o restante é perdido,
também atingindo os ecossistemas aquéaticos via escoamento superficial, percolacdo e
precipitacdo. De acordo com Tisler e Erzen (2006), o principal alvo das avermectinas é o
sistema nervoso central dos parasitas. Por exemplo, em artropodes e nematdides a interacédo
com os receptores GABAérgicos presentes na membrana pds-sinaptica estimula o fluxo de
ions cloreto para o interior das célula nervosas causando um forte influxo de cloreto,
resultando na interrupgéo da transmisséo dos sinais neurais.

Devido ao seu uso intensivo, e destino final em corpos d'4gua, o Vertimec® 18 CE
pode representar um risco para a biota aquatica e, possivelmente, também para a salude
humana. Esta hipotese baseia-se no fato de que, em peixes, as avermectinas também podem
ultrapassar a barreira hematoencefalica (Hgy et al., 1990) e em ratos do sexo masculino

ingerindo abamectina, a fertilidade foi significativamente reduzida (Elbeticha & Da’as, 2003).
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Neste contexto, buscamos testar a hipotese de que o lixiviado produzido em campos
agricolas tratados com Vertimec® 18 CE (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil), que é uma férmula concentrada e emulsionavel contendo 18 g L™ de abamectina, tem
efeitos toxico em organismos benténicos de agua doce ndo-alvo. Para testar esta hipdtese, foi

realizada uma simulacdo do escoamento superficial em campo e experimentos de laboratorio.

2. Materiais e Métodos

2.1 Simulagao do escoamento superficial em campo

Este estudo foi realizado no Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada
(CRHEA), localizado no municipio de ltirapina, Sdo Paulo, Brasil (22° 01 22* S, 43° 57’
38> W). A simulacdo do escoamento superficial foi realizada em campo em uma area com
6% de inclinacdo, onde duas parcelas agricolas medindo 8 m? cada, foram estabelecidas,
mantendo 6 m de distancia. As amostras de solo nas parcelas experimentais foram avaliadas
guanto a granulometria e ao teor de matéria organica (Suguio, 1973). O solo era
predominantemente arenoso na sua maioria composto de areia fina (29,4%), com um teor de
matéria organica de 4,2%. Antes do experimento, o solo das parcelas foi capinado e arado.
Uma parcela foi coberta com uma lona de plastico para evitar a contaminacdo, de modo a
servir como controle, enquanto que a outra foi contaminada com Vertimec® 18 CE usando um
pulverizador manual (0,125 L m-?) seguindo as instruces do fabricante para aplicacdo em
morangueiros (0,75 mL L™) (Figura 1). Uma chuva simulada foi aplicada a montante das
parcelas para gerar o lixiviado. O volume de 4gua aplicado foi de 25 mm m™ com base nos
dados historicos para 0s meses de verdo obtidos na estacdo meteoroldogica do CRHEA
localizada a poucos metros da montagem experimental. Houve precaucdo para que no
momento da aplicacdo da chuva ndo estivesse ventando. As amostras de solo das parcelas
experimentais foram analisadas quanto a granulometria e contetdo de matéria organica.

Foram coletadas amostras do lixiviado a jusante das parcelas a partir de lonas de
plasticas previamente colocadas em depressdes. Parte das amostras foi utilizada para analises
fisicas e quimicas e parte para a realizacdo de testes de toxicidade com C. sancticaroli.

Com o objetivo de obter resultados mais realistas sobre o impacto toxicolégico deste
pesticida em organismos ndo-alvo sensiveis, no presente estudo, foi utilizada uma formulacao

comercial da abamectina, o Vertimec. Essa escolha também foi baseada na historia de uso
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freqlente e indiscriminado deste produto quimico no municipio de Bom Repouso, Minas

Gerais, Brasil, conforme reportado por Nunes e Espindola (2012).

Figura 1. Vista da instalacdo do mesocosmo em campo e terreno abaixo o acimulo de lixiviado
produzido por uma enxurrada artificialmente simulada. A e B: Local de realizagdo do experimento em
campo e parcelas utilizadas para o estudo; C: Procedimento de pulverizacdo do pesticida Vertimec nas
parcelas, com uso de equipamentos de seguranca; D: Simulacdo de chuva em parcelas previamente
contaminadas por Vertimec; E: Depressfes para o acumulo e coleta da agua do lixiviado.
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2.2 Andlises fisicas e quimicas do lixiviado

Medidas da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica,
temperatura e pH do lixiviado contaminado (RC) e ndo contaminado (RNC) coletados a partir
das parcelas de campo foram realizadas utilizando-se um medidor de OD YSI, um
condutivimetro Orion 145A e um potencidmetro Micronal B374. A turbidez foi medida com
um espectrofotdmetro Hach DR/2000, de acordo com APHA (1995) e os solidos suspensos
foram quantificados por gravimetria apos a filtracdo do lixiviado em filtros de fibra de vidro
(GF/IC - 47 mm) (Teixeira et al., 1965). A concentracdo de abamectina foi analisada na
amostra 100%, por cromatografia liquida (modelo SCL-10A, marca Shimadzu), com detector
SPD-10A UV e confirmacdo feita por um GC-MS (modelo QP2010, marca Shimadzu)
(Lancas, 2004).

2.3 Testes de toxicidade

Os procedimentos para os testes com C. sancticaroli, bem como a preparacao da agua
de cultivo, seguiram os métodos propostos por Fonseca e Rocha (2004). A dureza da agua de
cultivo adotada foi em torno de 40 mg CaCOg3 L. Nos testes de toxicidade com C.
sancticaroli, 6 larvas (7-8 dias de idade - IV instar) foram utilizadas em cada uma das trés
réplicas de cada tratamento e os experimentos foram mantidos em uma sala com temperatura
controlada (23 + 2 ° C) e fotoperiodo 12h claro : 12h escuro.

Para avaliar as condicBes fisiologicas dos organismos-teste, a sensibilidade dos
individuos ao cloreto de potassio foi testada nas concentracdes de 1,5; 2,25; 3,5;5,0e 7,59 L
! e expressa em CL50 - 96h. Para realizar estes testes seis larvas de quironomideos foram
expostas em copos de plastico atdxico, contendo 240 mL da solucédo de teste de KCI. Com o
objetivo de reforcar a avaliacdo das condi¢bes fisiologicas dos organismos-teste durante o
periodo dos experimentos, neste estudo também quantificamos a emergéncia de adultos (%) e
a incidéncia de deformidades no mento dos organismos (%). Para a observacdo de
emergéncia, a analise foi feita com 400 organismos a partir de duas culturas selecionadas,
escolhidas aleatoriamente. Exivias de pupa foram registradas para confirmar a emergéncia
dos adultos. Para as deformidades no mento 200 larvas (100 organismos escolhidos
aleatoriamente em cada cultura) foram analisadas.

Para verificar a incidéncia de deformidades do mento montamos laminas semi-

permanentes com as pecas de bucais dos organismos preservados selecionados (7-8 dias de
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idade - IV instar). Os animais foram examinados sob um microscopio Zeiss Axioskop 2 Plus
com aumento de 640 vezes. Foi considerado satisfatdrio e viavel o conjunto de cultivos onde
as percentagens de emergéncia dos adultos foram superiores a 95% (média da emergéncia
obtida em séries histéricas no nosso laboratdrio), e a incidéncia de deformidades foram
inferiores a 1% (Wiederholm, 1984; Swansburg et al., 2002).

Para a realizagdo dos testes de toxicidade com o lixiviado, foram utilizadas amostras
diluidas em uma série de concentragdes (6,25; 25; 50 e 75%), mais a 100%. Os organismos
foram expostos em copos de plastico ndo tdxico contendo 240 ml de solucdo de teste e 60 g
de sedimento. Dois tipos de controle foram criados, um com &gua de cultivo e sedimento
natural (controle 1 = C1) e outro com &gua de cultivo e sedimento artificial (areia atoxica com
granulometria padronizada) (controle 2 = C2). Os testes duraram 96 horas para observacdo da
toxicidade aguda, apds o qual os organismos vivos remanescentes foram contados. Apés estes
procedimentos, os testes foram prorrogados por mais quatro dias para analisar a emergéncia
dos quironomideos. Exdvias de pupa foram registradas para confirmar emergéncia dos
organismos. Além disso, nos realizamos testes de toxicidade utilizando o produto comercial
em laboratorio. Diferentemente dos testes de toxicidade com o lixiviado, neste caso, as
amostras foram expostas em copos de plastico, contendo apenas 240 ml de solucdo-teste (sem
sedimento) e quatro réplicas foram utilizadas para cada tratamento.

Testes de toxicidade aguda definitivos foram conduzidos nas seguintes concentragdes
nominais: 0,09; 0,19; 0,38; 0,75; 1,50; 3,00 e 6,00 10° mL L™ de Vertimec. Estas
concentracdes foram estabelecidas por meio da realizacdo de testes de toxicidade
preliminares, para localizar as concentragcbes mais baixas em que 100% dos organismos de
ensaio morreram e a mais elevada em que 100% dos organismos de teste sobreviveram. Os
testes duraram 96 horas para a observacdo de toxicidade aguda, apds o qual os organismos
vivos remanescentes foram contados no tempo de 24, 48, 72 e 96h.

O pH (potencidmetro Micronal B374), a concentracdo de oxigénio dissolvido
(medidor OD YSI) e a condutividade elétrica (condutivimetro Orion 145A) da agua foram
medidos no inicio e no final dos testes de toxicidade realizados com as larvas de

quironomideos.
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2.4 Statistical analyses

Os resultados dos testes de toxicidade aguda foram analisados utilizando o método
Trimmed Spearman-Karber e expressos como CL50 - 96h (Hamilton et al., 1977). O Teste de
Fisher foi usado para testar diferencas significativas na sobrevivéncia e emergéncia dos
organismos, comparando todos os tratamentos com o controle. Os testes estatisticos foram
realizados com o apoio do programa computacional Toxstat (versdo 3.3) (Gulley et al., 1994).

3. Resultados

3.1 Anélise granulométrica do solo e teor de matéria organica

Resultados semelhantes para a granulometria dos componentes inorganicos e teor de
matéria organica foram registrados entre amostras de solo extraidas de parcelas experimentais
ndo contaminadas e contaminadas (Tabela 1). Os solos eram predominantemente arenosos
(acima de 40%) com uma contribuicdo consideravel de silte (cerca de 27%) e argila (30%). O

teor de matéria organica registrado nos solos foi baixo, cerca de 4%.

Tabela 1. Andlise granulométrica e teor de matéria organica das amostras de solo provenientes das
parcelas experimentais. PNC = amostra de solo de parcela ndo contaminada; PC = amostra de solo de
parcela contaminada.

Parcela experimental PNC PC

Matéria Organica (%) 4,50 4,00
Areia fina (%) 0,40 0,20
Areia média (%) 14,00 12,00
Areia fina (%) 28,40 30,30
Silte (%) 27,20 27,40
Argila (%) 30,00 30,10

3.2 Caracterizacao fisica e quimica das amostras do lixiviado

Valores proximos de pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez e
solidos suspensos inorganicos foram registrados para as amostras de RNC e RC (Tabela 2). O
pH da &gua foi ligeiramente acido (entre 6,0 e 7,0) com uma baixa condutividade elétrica
(abaixo de 28 uS cm™). A concentracéo de oxigénio dissolvido foi superior a 6,5 mg L™ e os
niveis de turbidez (acima de 3000 NTU) e os s6lidos suspensos totais (acima de 3800 mg L-%)

foram muito elevados.
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No entanto, a concentracdo de sélidos organicos em suspensdo foi baixa no RC
(824,00 mg L), quando comparada com aquela do RNC (2822,67 mg L™).

Tabela 2. Valores de pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez, sélidos suspensos
organicos e inorganicos (SSO and SSI respectivamente) para amostras contaminadas e néo
contaminadas do lixiviado.

Amostras do

lixiviado pH Condutividade (uS cm™) OD (mg L™ Turbidez (NTU) SSI(mgL")  SSO(mgL™")
RNC 6.27 18.3 6.88 3240 3536.7 2822.7
RC 6.68 27.3 6.77 3360 2898.7 824.0

A concentracdo de abamectina foi zero no controle (RNC) e 40,0 mg L™ no lixiviado
contaminado (RC). Assim, as concentracGes de abamectina calculadas para as diluicdes do
lixiviado em testes de toxicidade foram baseados apenas na concentracdo nominal inicial do
RC 100%.

3.3 Testes de toxicidade

Durante o periodo do experimento, as premissas para a utilizacdo dos organismos-teste
em ensaios ecotoxicoldgicos foram satisfeitas. Os resultados para a emergéncia dos adultos
(99,5%) e a incidéncia de deformidades no mento dos quironomideos (0,0%) indicam as
condicdes saudaveis das culturas. A CL50 - 96h para o cloreto de potassio em C. sancticaroli
foi de 3,49 g L™, dentro do intervalo de sensibilidade previamente estabelecido a partir de
testes laboratoriais (3,03 - 4,03 g L™).

Durante os testes de toxicidade com o lixiviado, 0 pH mensurado nas solucBes-teste
permaneceu dentro do intervalo 6,7 - 7 ,0 e ndo variou mais do que uma unidade em cada
ensaio. A condutividade elétrica variou entre 255 e 86,1 pS cm™ e do teor de oxigénio
dissolvido variou entre 6,8 e 7,6 mg L™. As medidas de dureza da agua para as solucdes-teste
variaram de 40,0 a 44,0 mg de CaCO3 L™. Nos testes de toxicidade aguda com C. sancticaroli
exposto diretamente as amostras do lixiviado, ndo foi observado efeito tdxico para qualquer
concentracdo do tratamento RNC, mesmo para as réplicas da solu¢do 100%. No entanto,
comparando o tratamento RC com o controle de laboratério, os resultados mostraram que
houve diferencas significativas a partir de da concentracdo de 6,25% (Figura 2), o que
corresponde a cerca de 2,5 pg L™ de abamectina. A CL50 - 96 h foi de 8,25%, o que
corresponde a cerca de 3,30 pg L™ do ingrediente ativo para o pesticida utilizado, com limites
inferior e superior de 3,16% e 21,51%, respectivamente.
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Similarmente aos resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda, no teste de
toxicidade crbnica (parametro: emergéncia dos quironomideos adultos) nenhum efeito téxico
foi registrado em todas as concentracdes dos tratamentos referentes ao RNC. A emergéncia
dos quironomideos adultos foi registrada em todas as repetices para todos os individuos. No
entanto, quando se compara o controle laboratorial com os tratamentos do RC, os resultados
mostraram que houve diferengas significativas em todas as concentragdes (valores
significativamente diferentes do controle, em p < 0,05, pelo teste de Fisher) e nenhum
organismo sobrevivente emergiu, mesmo no tratamento de menor concentracdo (6,25% da

amostra do RC).
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Figura 2. Valores médios de mortalidade e desvio padrdo obtidos em testes de toxicidade aguda com
amostras do lixiviado contaminado (RC) e suas dilui¢fes utilizando o organismo-teste C. sancticaroli.
* Indica um valor significativamente diferente do controle em p < 0,05 pelo Teste de Fisher, (n = 18).

Nos testes de toxicidade com o produto comercial, os valores de pH mensurados nas
solucBes-teste permaneceram dentro do intervalo 7,1 - 8,1 e também ndo variaram mais do

gue uma unidade em cada teste. Os valores de condutividade elétrica variaram entre 132,6 e
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279 pem e o teor de oxigénio dissolvido variou entre 6,4 e 7,5 mg L™. A dureza da 4gua ndo
se alterou (42 mg CaCOs L™).

A CL50 - 96h média para o Vertimec foi de 0,54 10° mL L™. Este valor representa
uma concentracdo nominal de abamectina de 97 ng L. A CL50 - 48 e 72h média para o
Vertimec foi de 4,3 10° and 1,3 10® mL L™ respectivamente. Considerando-se as
porcentagens médias de mortalidade durante os testes de toxicidade aguda, um aumento dos
valores foi observado durante o desenvolvimento dos testes (48, 72 e 96h) (Figura 3), mas a
CL50 - 24h nédo pbde ser calculada. Por esta razéo, os valores de mortalidade ndo aparecem na
Figura 3.
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Figura 3. Valores médios de mortalidade (%) para C. sancticaroli expostos as

concentracdes de Vertimec em ensaios de toxicidade aguda em laboratério durante 48, 72 e
96h.
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4. Discussao

Os altos valores de turbidez e solidos totais suspensos que nos obtivemos para as
amostras sdo principalmente uma consequéncia das caracteristicas do lixiviado, que sédo
derivados de terras agricolas sem cobertura vegetal e com predominéncia de areia e baixo teor
de matéria organica, sendo facilmente erodidos, facilitando assim o seu transporte pela agua
da chuva a partir do evento de escoamento superficial simulado.

Vertimec é um pesticida emulsionavel concentrado com aparente presenca de
substancias surfactantes na sua formulacdo, que rompe a tenséo superficial da dgua e resulta
em baixas concentracdes de solidos organicos suspensos no lixiviado contaminado. Deve ser
salientado que o fabricante ndo fornece qualquer informacdo além do ingrediente ativo para a
composicdo do produto.

Considerando a sobrevivéncia das larvas e também a emergéncia dos adultos, mesmo
para uma solucdo 100% do lixiviado ndo contaminado, ndo foram observados efeitos adversos
aos organismos em nenhuma das réplicas. Parece, portanto, que, apesar da alta turbidez e
deposicdo de sélidos em suspensdo devido as caracteristicas do lixiviado, ndo foi observado
efeitos adversos no desenvolvimento e sobrevivéncia de C. sancticaroli, mesmo até o estagio
adulto. Este resultado difere dos dados da literatura sobre os efeitos da alta turbidez sobre
macroinvertebrados bentdnicos (por exemplo, Rabeni et al., 2005) e organismos plancténicos
(por exemplo, Meyer & Heritage, 1941, Hart, 1986). No entanto, Schulz e Liess (1999)
conduziram um estudo de campo sobre os efeitos da entrada de inseticidas derivados da
agricultura sobre macroinvertebrados benténicos de corredeiras e também ndo encontraram
correlacdo entre o componente hidraulico (descarga de agua), turbidez, teor de nutrientes e 0s
efeitos toxicologicos observados sobre a fauna aquatica.

Embora muitas investigacGes sobre os efeitos toxicoldgicos de ivermectinas sobre
espécies invertebrados bentdnicos ja foram realizadas (Brinke et al., 2010, Allen et al., 2007,
Burridge & Haya, 1993, Freitas et al., 1996, Davies et al., 1997, Davies et al., 1998),
informacdo para a toxicidade de abamectina em invertebrados foram quase completamente
restrito a organismos do solo (e.g. Athanassiou & Korunic, 2007, Kolar et al., 2008, Hussain
et al., 2012 e Abdel-Wali, 2012).

Quironomideos s@o importantes componentes muitas vezes dominantes das

comunidades de macroinvertebrados bentdnicos (Trivinho-Strixino, 2011). Devido a sua
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importancia ecoldgica (Huryn & Wallace, 1986, Wallace, 1987) estes invertebrados também
tém sido usados como organismos-teste no monitoramento ambiental, incluindo a avaliacédo
da toxicidade de pesticidas (Rakotondravelo et al., 2006, Faria et al., 2007, Pestana et al.,
2009).

De acordo com Novelli et al. (2012a) a abamectina é altamente tdxica para
microcrustaceos, insetos e peixes. Em seu estudo, o organismo-teste foi C. sancticaroli e a
CL50 - 96h deste composto puro foi de 2,67 pug L™, uma concentragdo mais elevada do que a
encontrada para o Vertimec no presente estudo. Os nossos resultados indicaram que a
formulacdo comercial é consideravelmente mais toxica do que o seu ingrediente ativo, uma
vez que a CL50 - 96h do Vertimec para C. sancticaroli foi de apenas 97,0 ng L™, uma
concentracgdo trés vezes mais baixa do que a encontrada para a abamectina pura.

Considerando a maior toxicidade do Vertimec para C. sancticaroli, em comparacao
com a da abamectina pura, infere-se que outros compostos presentes na formula comercial
poderiam causar fortes efeitos toxicos sobre este organismo. Talvez isso seja consequiéncia do
fato de que a abamectina pura pode ser facilmente e rapidamente degradada em comparacgéo
com a formulacdo comercial de Vertimec que incluem outros compostos que podem até
aumentar a persisténcia da abamectina (Novelli et al., 2012b).

As condicOes favoraveis no cultivo dos organismos, e também durante os ensaios de
toxicidade em laboratério, tais como: a quantidade e qualidade do alimento fornecido, a
temperatura elevada, resultando em um desenvolvimento rapido ao longo de todo o ciclo de
vida (Strixino & Strixino, 1985), provavelmente contribuiram para as altas porcentagens de
sobrevivéncia nos tratamentos sem contaminacdo. A relagdo filogenética proxima dos
quironomideos com outros artrépodes (insetos) que sdo o principal alvo da aplicacdo da
abamectina pode explicar os valores elevados de mortalidade e o desenvolvimento incompleto
registrado para C. sancticaroli. Considerando a ampla utilizacdo deste pesticida, a sua
presenca em ambientes aquaticos é altamente provavel, o que representa um risco para todos
0s artropodes aquadticos, incluindo um dos grupos bentdnicos mais importantes, 0s
quironomideos.

Os nossos resultados revelam que o pesticida Vertimec representa um sério risco para
a biota aquatica e concluimos que seu uso indiscriminado, como reportado por Nunes e

Espindola (2012) também pode impor riscos para a conservagéo da biodiversidade.
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5. Conclusdes

O pesticida Vertimec é extremamente toxico ambos, diretamente dissolvido na agua,
ou indiretamente através da contaminacdo via lixiviado, mesmo em baixas concentracdes,
provocando efeitos significativos sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento dos
quironomideos. Este pesticida foi considerado mais téxico para C. sancticaroli que a
abamectina, o seu ingrediente ativo, com base na comparacao dos resultados aqui obtidos com
os dados da literatura. Como o pesticida Vertimec tem sido amplamente utilizado na producéo
de batata e morango no Brasil e por seu efeito altamente prejudicial sobre os organismos
aquaticos, o uso deste produto representa um risco grave para a conservacdo da

biodiversidade e o funcionamento dos ecossistemas aquaticos e deve ser controlado.
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Capitulo 2

Estudos de campo em mesocosmos e em laboratério para a avaliacao dos efeitos
toxicos de Vertimec® 18 CE sobre a comunidade bentonica, com énfase em

Chironomus sancticaroli

Resumo

O pesticida Vertimec® 18 CE é um composto quimico com uma ampla utilizacdo na
agricultura para o controle de pragas animais, em diversas culturas. No entanto, é um
composto muito perigoso, altamente persistente e extremamente téxico. Um grande problema
em relacdo a sua aplicacdo é que, além dos insetos-praga, muitas outras espécies nao-alvo
podem ser afetadas, mesmo as aquaticas, por exemplo, por meio da &gua do escoamento
superficial (lixiviado) contaminada. No presente estudo, um experimento de campo,
simulando o escoamento superficial ao longo de uma parcela de solo contaminada com este
pesticida foi realizado com o objetivo de investigar o efeito toxico do lixiviado de terra
agricola tratada com Vertimec sobre as espécies de macroinvertebrados benténicos (em nivel
de populacdo e de comunidade). O desenho experimental consistiu de duas parcelas agricolas
a 6m de distdncia, uma ndo-contaminada, servindo como controle, e outra que foi
contaminada com 0,125 L m™ de Vertimec utilizando um pulverizador manual portatil.
Amostras do lixiviado foram coletadas logo ap6s a jusante das parcelas. Uma fracdo foi
utilizada para analises fisicas e quimicas e a amostra restante foi inoculada em 12 camaras
cilindricas, imersas em um tanque cheio com a agua do Reservatério do Lobo, em um
mesocosmo construido nas imediagdes. Alem das cadmaras ndo contaminadas (controles) havia
dois tratamentos, um contaminado via lixiviado (RC) e outro com a adicdo direta do
Vertimec® 18EC (V), o que correspondia a 4 e 40 pg L™ de abamectina, respectivamente. Em
todos os tratamentos 10 larvas de Chironomus sancticaroli foram inoculadas como
organismos-teste  (dentro de wuma gaiola), juntamente com a comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos dos mesocosmos naturais. O experimento teve duracdo de sete

dias (168 h), com as amostragens sendo realizadas no tempo 0 (antes da contaminacao) e 3,
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48, 96, 120 e 168h apos a contaminacdo. Os testes de toxicidade aguda foram realizados em
laborat6rio com as amostras coletadas apds 3 horas. Os resultados mostraram efeitos toxicos
apenas para o tratamento com a maior concentracdo de Vertimec, em que a mortalidade das
larvas de quironomideos foi de 100%. Depois de 168 horas os organismos-teste foram
checados quanto a toxicidade cronica. O comprimento e a largura do corpo das larvas no
tratamento RC foram menores do que os das larvas de ambos, o controle e o lixiviado néo
contaminado (RNC), evidenciando que a exposi¢do cronica ao tratamento RC afetou o
crescimento das larvas de C. sancticaroli. Além disso, algumas das larvas (4,2%)
apresentaram deformidades no mento no mesmo tratamento. A andlise da comunidade nos
mesocosmos no final do experimento mostrou que no tratamento com a aplicacéo direta do
Vertimec (V), houve uma reducdo de quase 80% na riqueza de tdxons e na densidade total de
macroinvertebrados bentbnicos em comparacdo com a comunidade existente no controle.
Nenhum taxon pertencente a Classe Insecta foi registrado no tratamento contaminado
corroborando o forte efeito inseticida do produto utilizado. De todos os resultados obtidos
podemos concluir que Vertimec é altamente toxico para comunidade de macroinvertebrados
bentbnicos e que 0s ecossistemas aquaticos contaminados pelo escoamento superficial
oriundo de campos agricolas, onde este produto tem sido utilizado serdo adversamente
afetados.

Palavras-chave: ecotoxicologia aquética, pesticidas, abamectina, lixiviado, mesocosmo.

Abstract

The pesticide Vertimec® 18 EC is a chemical compound with a large use on agriculture to
control animal pests in many crops. It is however a very dangerous toxicant, highly persistent
and extremely toxic. A great problem regarding its application is that besides the pest insects,
many other non-target species can be affected even the aquatic ones via contaminated runoff.
In the present study a field experiment simulating the runoff over a field plot contaminated
with this pesticide was carried out aiming to investigate the toxic effect of the runoff from
agricultural land treated with Vertimec on benthic macroinvertebrates species (at population

and community level). Experimental set up consisted of two 6 m apart agricultural plots, one
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non-contaminated, acting as control, and the other that was contaminated with 0.125 L m™ of
Vertimec using a portable sprayer. Runoff samples were obtained soon after collected
downstream the plots. One fraction was used for physical and chemical analysis and the
remaining sample was inoculated in 12 cylindrical chambers, immersed in a water tank filled
with Lobo Reservoir water, in a nearby constructed mesocosm. Besides uncontaminated
chambers (controls) there were two treatments, one contaminated via runoff and other with
the direct aplication of pure Vertimec, corresponding to 4 and 40 pg L™ of abamectin
respectively. In all treatments 10 Chironomus sancticaroli larvae were inoculated as test
organisms (inside each enclosure), together with the natural mesocosm benthic community.
The experiment lasted 7 days (168h), with samplings carried out at time O (before
contamination) and 3, 48, 96, 120 and 168h after contamination. Laboratory acute toxicity
tests were performed in the laboratory with the samples collected after 3 hours. The results
showed toxic effect only for the treatment with the highest concentration of Vertimec, where
the chironomid larvae mortality was 100%. After 168 hours the test-organisms were checked
for chronic toxicity. The body length and the width of the larvae in the contaminated runoff
were smaller than those of the larvae from both the control and non-contaminated runoff,
evidencing that the chronic exposure to the runoff affected the growth of C. sancticaroli
larvae. In addition some larvae in the contaminated mesocosm (4.2%) had  mentum
deformities. The analyses of the whole community in the mesocosms at the end of the
experiment showed that in the treatment with direct application of vertimec (V), there was an
almost 80% decrease in the richness of taxa and in the total density of benthic organisms in
comparison with the control community. No taxa belonging to the Class Insecta were
recorded in the contaminated treatment, corroborating the strong insecticide effect of this
product. From all results obtained we conclude that Vertimec is highly toxic to benthic
macroinvertebrates community and that the aquatic ecosystems contaminated by the

agricultural runoff of this product will be adversely affected.

Keywords: aquatic ecotoxicology, pesticides, abamectin, runoff, mesocosm.
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Introducéo

Os problemas causados pelo uso intenso de pesticidas e seus residuos no meio
ambiente tornaram-se uma area de pesquisa consolidada em estudos ambientais, incluindo a
avaliacdo de risco ecoldgico para estas substancias nos ecossistemas aquéticos (Scorgie, 1980;
Whiles & Wallace, 1992; Lugthart & Wallace, 1992; Solomon et al., 1996; Schulz & Liess,
1999; Neumann & Dudgeon, 2002; Faria et al., 2007; Pestana et al., 2009). Embora os efeitos
benéficos de pesticidas em aumentar a produtividade agricola sejam considerados uma
exigéncia, o seu uso indiscriminado pode causar varios problemas que sdo motivos de grande
preocupacdo hoje em dia, principalmente em relacdo a saide humana e conservagdo da
biodiversidade. Algumas estimativas indicam gque menos de 0,3% de um produto aplicado nos
campos agricolas atinge os organismos-alvo (Pimentel, 1991), enquanto que o restante €
perdido, atingindo 0s ecossistemas aquaticos por meio de processos de escoamento
superficial, percolacéo e precipitagéo.

O Vertime® 18 CE é um quimico com multiplos usos na agricultura, principalmente
como insecticida, nematicida ou acaricida. E utilizado no mundo todo em mais de 50 culturas
(Syngenta, 2013), incluindo frutas, legumes e algodao, bem como para flores e outros cultivos
de plantas ornamentais (MAPA, 2013). Este pesticida tem a abamectina como ingrediente
ativo, que consiste de uma mistura contendo cerca de 80% de avermectina Bla (C4gH7,014) €
20% de avermectina B1b (C47H70014) (Wislocki et al., 1989).

As avermectinas (por exemplo, abamectina, doramectina, ivermectina) sdo obtidas a
partir dos produtos de fermentacdo natural do actinomiceto de solo Streptomyces avermitilis
descoberto em 1975 pela Merck & Co., Inc (Burg et al., 1979). Estes compostos Sdo pouco
solGveis em &gua, mas altamente lipofilicos e facilmente solGveis em muitos solventes
organicos (Roth et al., 1993). Devido ao carater lipofilico sua distribui¢do no solo é limitada
(Kolar et al., 2008).

A abamectina difere da ivermectina apenas pelo fato de possuir um 22-, 23-olefina
enguanto que a ivermectina é saturada nestas posi¢cfes. Embora a toxicidade de ambas
também seja semelhante (Fisher & Mrozik, 1992), a ivermectina é considerada um pouco
menos toxica (Lankas & Gordon, 1989) e &, portanto, amplamente utilizada na medicina
veterinaria contra endo e ectoparasitas de bovinos, ovinos, suinos e eqiiinos, assim como anti-

helmintico no tratamento profilatico para algumas verminoses caninas (Omura, 2008). Apesar
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do grande sucesso como um anti-parasiticida animal, seu uso na medicina humana tem sido
menos proeminente, com uma notavel excecdo, atualmente, é o farmaco de escolha para a
prevencdo dos efeitos de uma das mais graves infeccdes humanas causadas pela filaria do
nematoide Onchocerca volvulus, o agente causador da doenca tropical denominada
oncocercose (Fisher & Mrozik, 1992).

A classificacdo toxicolégica oficial do Vertimec® 18 CE é na classe Il
(“moderadamente toxico”) (MAPA, 2013). Entretanto, a sua classificacdo quanto ao potencial
de periculosidade ambiental estd enquadrado na classe I, isto €, um composto muito perigoso,
altamente persistente e extremamente toxico para microcrusticeos e vertebrados, afetando os
organismos ndo-alvo (Campbell et al., 1989).

De acordo com Tisler e Erzen (2006) o principal alvo das avermectinas é o sistema
nervoso central (SNC) das pragas. Por exemplo, em artrépodes e nematoides a interacdo
destes compostos com o0s receptores GABAérgicos presentes na membrana pés-sinaptica
estimula o fluxo de ions cloreto para o interior das célula nervosas causando um intenso
influxo de cloreto, resultando na interrupcdo dos sinais neurais e produzindo sintomas de
excitacdo e/ou paralisia.

De acordo com Syngenta (2013), o Vertimec é um dos poucos produtos agricolas
(pesticidas) com uso em baixas concentra¢des confirmando assim a sua eficacia e alto nivel
de toxicidade para invertebrados do solo (Nunes & Espindola, 2012), e também para outros
organismos aquaticos (Braun et al., 2012 e Novelli et al.,, 2012a). Devido ao seu uso
intensivo, e destino final em corpos d'dgua, este pesticida pode representar um risco para a
biota aquética e, possivelmente, também para a saude humana.

Neste contexto, procuramos testar a hip6tese de que o escoamento produzido em
campos tratados com Vertimec® 18 CE (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) tem efeitos toxicos sobre organismos bentbnicos de &gua doce. Para testar esta
hipotese, foi realizada uma simulacdo de escoamento superficial em campo mais
experimentos em laboratério e mesocosmo localizado ao ar livre, utilizando a espécie
Chironomus sancticaroli como organismo-teste. Os quironomideos sdo componentes
importantes e muitas vezes dominantes nas comunidades de macroinvertebrados bentdnicos
(Trivinho-Strixino, 2011a). Devido a sua importancia ecologica (Huryn & Wallace, 1986,
Grimm, 1988, Jones et al, 2008) este grupo também tém sido utilizado na monitoramento

ambiental (Rakotondravelo et al, 2006, Pestana et al, 2009). C. sancticaroli ja foi utilizado
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para avaliar os efeitos toxicos de pesticidas em ecossistemas aquéaticos (Printes et al., 2011,
Novelli et al., 2012b).

2. Materiais e métodos

2.1. Escoamento superficial em campo e experimento em mesocosmo

O presente trabalho foi realizado no Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada
(CRHEA), localizado no municipio de Itirapina, Sdo Paulo, Brasil (22° 01 22°” S, 43° 57°
38> W). Para a simulacdo do escoamento superficial em campo, em uma area com 6% de
inclinacdo, duas parcelas agricolas medindo 8 m? cada foram estabelecidas, capinadas e
aradas. As amostras de solo nas parcelas experimentais foram analisadas quanto a
granulometria e teor de matéria organica (Suguio, 1973). Elas foram consideradas arenosas,
compostas predominantemente por areia fina (29,4%) e com 4,2% de matéria organica. Antes
do experimento uma parcela foi coberta com uma lona plastica para evitar a contaminacdo, a
fim de servir como controle, enquanto a outra foi contaminada com Vertimec usando um
pulverizador portatil para aplicar 0,125 L m™, seguindo as instrucdes do fabricante para
morangueiros (0,75 mL L™ de Vertimec). Uma chuva simulada foi aplicada a montante das
parcelas de solo para gerar o lixiviado. O volume de agua aplicado foi de 25 mm m baseado
nos dados historicos para os meses de verdo obtidos na estacdo meteoroldgica do CRHEA
localizada a poucos metros da area experimental. Houve precaucdo para que no momento de
simulacdo da chuva ndo estivesse ventando. As amostras do lixiviado foram coletadas
imediatamente a jusante das parcelas, onde este se encontrava acumulado em lonas de
plasticas previamente colocadas em depressdes. Parte das amostras foi utilizada para analises
fisicas e quimicas e o restante da amostra foi inoculado em 12 camaras cilindricas, imersas em
um tanque cheio com a agua do Reservatorio do Lobo. As camaras foram feitas de polietileno
de alta densidade (PEAD), com 60 cm de diametro, 90 cm de altura, volume aproximado de
200L e abertas em ambas as extremidades, topo e fundo. As camaras foram previamente
lavadas com acido nitrico a 5%, acetona e agua destilada. Alguns dias antes do inicio do
experimento as camaras foram colocadas em um tanque de concreto construido préximo a
margem e preenchido com &gua do Reservatério do Lobo, medindo 10,24 m? de comprimento
por 1,14 m de profundidade, com uma camada de aproximadamente 10 cm de sedimento

natural e uma comunidade biol6gica completamente estabelecida. Em seguida, as 12 camaras
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referidas como mesocosmos, foram colocadas no tanque, mantendo contato direto com o
sedimento. Pesos de concreto com 12 kg foram usados para fixar os mesocosmos no fundo do
tanque, impedindo-os de flutuar e também impedindo a troca de &gua, sedimento e biota
aquatica entre as camaras. O mesocosmo foi deixado em repouso por dois dias para permitir a
estabilizacdo antes do inicio do experimento.

A formulagdo comercial da abamectina, o Vertimec, foi selecionada como um toxico
para o presente estudo ao invés da abamectina pura, previamente testada por Novelli et al.
(2012b), com o objetivo de obter resultados mais realistas sobre o impacto toxicologico deste
pesticida sobre organismos ndo-alvo sensiveis. Essa escolha também foi baseada na histéria
recente do uso freqiiente e indiscriminado deste produto quimico no municipio de Bom
Repouso, Minas Gerais, Brasil, conforme relatado por Nunes e Espindola (2012).

Apbs a producdo experimental de escoamento superficial em campo, as amostras de
lixiviado contaminado e ndo contaminado, bem como a formulacdo do pesticida foram
adicionadas nos mesocosmos, em todos 0s casos com uma contaminagdo Unica. O
experimento foi realizado com quatro tratamentos (Figura 1) e com trés repeticGes cada: (1)
camara de controle (C), sem contaminacdo, mantendo as mesmas condi¢des da dgua quando
colocadas no tanque de concreto, (2) cAmaras com o escoamento superficial ndo contaminado
(RNC), que receberam agua ndo contaminada a partir da parcela de campo. Para este efeito,
um total de 20 L de agua foi removida da camara e substituido pelo escoamento nao
contaminado, resultando em 10% do escoamento superficial em relacdo ao volume total de
agua (200 L), (3) camara com lixiviado contaminado (RC), que recebeu o escoamento
superficial do terreno contaminado com Vertimec, na mesma proporc¢éo do tratamento RNC, e
(4) cdmara com Vertimec (V), na qual 0,4 mL de Vertimec foi adicionado a 4gua da cadmara.
Nos tratamentos RC e V, os valores reportados correspondem as concentra¢fes nominais de
cerca de 4 e 40 pg L™, respectivamente. A concentracio deste Gltimo tratamento baseou-se na
concentracdo real medida no escoamento da agua contaminada em um estudo anterior
(Novelli, 2010), e representando cerca de 100% da concentragdo de Vertimec no escoamento
superficial. As concentracdes de abamectina finais reportadas para cada camara foram
baseadas apenas na concentragdo nominal inicial. As concentracgdes finais ndo foram medidas,
uma vez que a formulacdo comercial contém outros compostos que podem ter toxicidade
igual ou superior a da abamectina pura, embora estas informag6es nao sejam fornecidas pelo

fabricante.
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Depois do inicio do experimento com a contaminagdo dos mesocosmos, as amostras
de agua foram coletadas para a realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos e para a anélise das
varidveis fisicas e quimicas. O periodo experimental foi de sete dias (168 h), com
amostragens realizadas no tempo 0 (antes da contaminacédo) e 3, 48, 96, 120 e 168h apds a
contaminacdo. Os testes iniciais de toxicidade foram realizados trés horas apds a
contaminagdo e C. sancticaroli foi adotado como organismo-teste. Durante todo o
experimento, as camaras foram cobertas com lonas de plastico transparente durante a noite

para evitar os efeitos da precipitacédo e, possivelmente, de diluicéo.

7.5cm

90 cm

weight

Figura 1. Vista da &rea experimental em tanque de mesocosmo
instalado perto da Represa do Lobo e um esquema das camaras
experimentais de polietileno (além das gaiolas que abrigaram o0s
organismos-teste durante o bioensaio cronico).
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2.2 Andlises fisicas e quimicas da agua

Medidas da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica,
temperatura e pH do lixiviado contaminado (RC) e ndo contaminado (RNC), coletados a
partir das parcelas de campo foram realizadas utilizando-se um medidor de OD YSI, um
condutivimetro Orion 145A e um potencidbmetro Micronal B374. Estas mesmas variaveis
foram mensuradas no inicio e no final dos testes de toxicidade em laboratério com larvas de
quironomideos utilizando os mesmos métodos e equipamentos.

No teste de toxicidade in situ as analises foram feitas com o auxilio de um multi-
sensor da marca Horiba, modelo U-10.

A turbidez foi medida com um espectrofotdbmetro Hach DR/2000, de acordo com
APHA (1995) e os sélidos suspensos foram quantificados por gravimetria apos filtracdo em
filtros de fibra de vidro (GF / C - 47 mm) de acordo com o0s procedimentos descritos por
Teixeira et al. (1965). A dureza foi medida por titulacio com EDTA, de acordo com APHA
(1995). As concentragdes de nutrientes (analisadas somente no bioensaio em mesocosmos):
nitrogénio organico total, fosforo total e dissolvido, fosfato inorganico (APHA, 1995), nitrito,
nitrato (Mackereth et al., 1978.), amoénio (Koroleff, 1976), silicato e pigmentos (clorofila e

feofitina) (Golterman et al., 1978) foram também analisadas por espectrofotometria.

2.3 Testes de toxicidade em laboratério

Os procedimentos para os testes com C. sancticaroli, bem como a preparacdo da agua
de cultivo, seguiram os métodos propostos por Fonseca e Rocha (2004). A dureza da agua de
cultivo adotada foi em torno de 40 mg CaCO; L™. Para avaliar as condig6es fisiolégicas dos
organismos-teste, a sensibilidade ao cloreto de potassio foi testada nas concentracdes: 1,5;
2,25; 35;: 50 e 7,5 g L?, e as diferencas testadas estatisticamente pelo método Trimmed
Spearman-Karber e expressas como CL50 - 96h (Hamilton et al., 1977). Para realizar estes
testes seis larvas de quironomideos (7 - 8 dias de idade - IV instar) foram expostas em copos
de plastico atdxico, contendo 240 mL de solugdo de teste KCI, com trés repeti¢bes para cada
tratamento. Os testes foram mantidos em sala com temperatura controlada (23 =2 ° C) e
fotoperiodo 12h/12h (claro/escuro).

Com o objetivo de reforcar a avaliacdo das condicdes fisiologicas dos organismos-
teste durante o periodo dos experimentos, neste estudo também quantificamos a emergéncia

de adultos (%) e a incidéncia de deformidades no mento dos organismos (%). Para a
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observagdo de emergéncia, a analise foi feita com 400 organismos a partir de duas culturas
selecionadas, escolhidas aleatoriamente. Extvias de pupa foram registradas para confirmar a
emergéncia dos adultos. Para as deformidades no mento 200 larvas (100 organismos
escolhidos aleatoriamente em cada cultura) foram analisadas. Para verificar a incidéncia de
deformidades foram montadas laminas semi-permanentes com as pecas de bucais dos
organismos preservados selecionados (7-8 dias de idade - IV instar). Os animais foram
examinados sob um microscopio Zeiss Axioskop 2 Plus com aumento de 640 vezes. Foi
considerado satisfatorio e viavel o conjunto de cultura de conjuntos onde as percentagens de
emergéncia dos adultos foi superior a 95% (media da emergéncia obtidas em séries historicas
no laboratério), e a incidéncia de deformidades foram inferiores a 1% (Wiederholm, 1984,
Swansburg et al., 2002).

A anélise de deformidade no mento dos quironomideos nos testes de toxicidade foi
conduzida de acordo com a mesma metodologia descrita acima. A decisdo de utilizar este
pardmetro como indicio de toxicidade cronica foi baseada na observacdo de deformidades em
alguns individuos durante os testes preliminares, quando foram utilizadas amostras de
lixiviado contaminado e ndo contaminado. Os testes de toxicidade em laboratorio foram
realizados com amostras de agua dos mesocosmos sem dilui¢cdo. Dois tipos de controle foram
estabelecidos, um com &gua de cultivo e sedimento natural (controle 1 = C1) e outro com
agua de cultivo e sedimento artificial (areia atoxica com granulometria padronizada) (controle
2 = C2). Antes da sua utilizacdo na montagem dos testes de toxicidade, o sedimento natural
foi peneirado em peneira com malha de 500 um de abertura (para remocao da fauna local,
como por exemplo, dipteros e oligoquetos), armazenado em baldes de plastico ndo toxico e
colocados dentro de um congelador. Os procedimentos adotados no presente estudo ainda
permitiram a passagem de alguns organismos, como pequenos oligoquetos, razdo pela qual o
sedimento foi deixado no congelador por trés dias com o objetivo de exterminar estes
organismos.

Nos testes de toxicidade aguda com Chironomus sancticaroli, 6 larvas (7 - 8 dias de
idade - IV instar) foram utilizadas em cada uma das trés repeticdes para cada tratamento e 0s
experimentos foram mantidos em sala com temperatura controlada (23 = 2 ° C) e fotoperiodo
12h/12h (claro/escuro). As amostras foram expostas em copos de plastico atdxicos contendo
240 ml de solucéo de teste e 60g de sedimento natural. O teste teve a duracdo de 96 horas,

apos 0 que 0s organismos Vivos sobreviventes foram contados.
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Para a realizacdo dos testes cronicos foi utilizada a metodologia descrita por Fonseca
(1997). Os seguintes parametros foram analisados: sobrevivéncia, incidéncia de deformidades
nos quironomideos, comprimento e largura do corpo e da capsula cefalica. Quarenta
individuos do segundo instar foram selecionados aleatoriamente a partir das mesmas culturas
e medidos em relagdo as mesmas variaveis. Larvas do segundo instar foram expostas em
recipientes de plastico atdxico (1L), contendo 800 mL de solucdo-teste e 200g de sedimento
natural. Um total de 12 organismos foi adicionado em cada réplica (duas réplicas para cada
tratamento), perfazendo um total de 24 individuos para cada tratamento. Antes de se
adicionarem os organismos-teste, adicionou-se o alimento para peixes (racdo TetraMin®) e a
aeracao (por 24 horas) foi incorporada em todas as réplicas. Os experimentos foram mantidos
nas mesmas condicGes de temperatura e de fotoperiodo descritas anteriormente nos
procedimentos para o0s testes de toxicidade aguda. O teste de toxicidade cronica em

laboratdrio teve a duragdo de 7 dias (168 horas).

2.4 Testes de toxicidade in situ

Apds a montagem da estrutura experimental basica, a instalacdo das gaiolas foi feita
24h antes do experimento a fim de se realizar o teste de toxicidade in situ. As gaiolas foram
feitas de tubo de PVC, com 20 cm de comprimento, 7,5 cm de diametro e com o volume de
900 ml (com &gua e sedimento natural na propor¢do de 4:1), tendo uma abertura superior e
inferior mais duas aberturas laterais paralelas, todas fechadas por uma malha com 210 um de
abertura. O conjunto consistiu em trés gaiolas (em triplicata) em cada mesocosmo, fixadas na
parte inferior. Um total de 10 organismos-teste foram adicionados em cada gaiola, totalizando
30 individuos para cada unidade dos mesocosmos e 90 individuos para cada tratamento.
Servia et al. (1998) consideram 30 quironomideos como um tamanho amostral minimo
necessario para um célculo confiavel da incidéncia de deformidades (%). Assim, sugere-se
que o tamanho da amostra em cada tratamento foi suficiente e satisfatoria.

Baseado nas densidades naturais de quironomideos registradas na comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos também analisada no presente estudo (Figura 6, neste
capitulo) e na area da superficie inferior (sedimento) da gaiola utilizada no presente estudo, a
densidade de 10 larvas por gaiola foi expressivamente menor do que a densidade média
registrada nos mesocosmos, sem considerar a presenca de outras espécies. Estas condi¢Oes

provavelmente reduziram o estresse em relacdo a concorréncia por espago e alimento,
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permitindo que os quironomideos tivessem as condicGes apropriadas para o crescimento. O
experimento in situ durou 7 dias (168h) e os mesmos pardmetros avaliados no teste cronico
em laboratorio foram considerados para a analise. Os procedimentos metodoldgicos utilizados
na montagem das gaiolas no experimento de campo seguiram as recomendacGes de Burton
(1992), Burton et al. (1996), Tonissi (2000), Meletti e Rocha (2002) e Dornfeld (2006).

2.5 Anélise da comunidade de macroinvertebrados bentdnicos nos mesocosmos

Com o intuito de estender a avaliacdo dos efeitos do pesticida Vertimec em
organismos aquaticos, além da realizagdo de testes de toxicidade em laboratorio e em campo,
no presente estudo foi avaliada a comunidade de macroinvertebrados bentdnicos nos
sedimentos dos mesocosmos. A riqueza de taxons e a densidade (organismos m) foram
analisadas com a intencdo de obter dados mais realistas em relacdo aos aspectos do risco
ecoldgico (em relacdo a abordagem em mesocosmos). O conteddo de matéria organica das
amostras de sedimento dos mesocosmos e também das amostras naturais de sedimento
utilizadas na preparacdo do controle C1 (experimentos em laboratorio) foram analisadas. As
amostragens foram realizadas em cada um do mesocosmos (em triplicata), no final do
experimento (apds 168 horas). As coletas das amostras de sedimento foram feitas com o
auxilio de uma Draga de Eckman (225 cm?). As amostras foram peneiradas em uma rede com
malha de 0,21 mm. O material retido foi preservado em formol 8%. No laboratério, os
organismos foram separados e identificados sob microscépio estereoscopico (Zeiss Stemi SV
6) e microscopio Optico (Zeiss Axioskop 2 Plus), utilizando-se literatura especializada,
principalmente: Righi (1984), Brinkhurst e Marchese (1992), Trivinho-Strixino (2011), Souza
et al. (2007) e Pinho (2008) chaves taxondmicas. A densidade de cada espécie ou taxon foi
calculada a partir do nimero de individuos nas amostras e em seguida estimada para a area de
1 m? (Welch, 1948).

2.6 Analises estatisticas

O teste de Fisher foi usado para avaliar diferencas significativas na sobrevivéncia dos
organismos (em relagédo aos dados dos testes de toxicidade), comparando todos os tratamentos
e o controle. Os testes estatisticos foram realizados com o apoio do programa computacional
Toxstat (verséo 3.3) (Gulley et al., 1994). Para verificar se existem diferengas significativas

entre os resultados obtidos nos diferentes tratamentos para os parametros crescimento do
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corpo e da capsula cefalica em testes de toxicidade cronica (além das densidades de
macroinvertebrados benténicos nos mesocosmos) foi utilizada uma analise de variancia one-
way (Anova) (Teste de Tukey HSD - paramétrico), apos a verificacdo dos pressupostos de
normalidade e homocedasticidade. Quando essas premissas ndo puderam ser cumpridas foi
utilizado um teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis (Anova). Os dados foram analisados
pelo software Statistica (versdo 7.0 Stat Soft Inc.). Com o objetivo de verificar o nivel de
semelhanca entre os tratamentos dos testes de toxicidade in situ com base na composi¢éo da
comunidade de macroinvertebrados foi realizada uma analise de agrupamento, utilizando-se o
indice de Similaridade de Jaccard. Os dados foram analisados por meio do programa

computacional Past (versao 2.02).

3. Resultados e Discussao

3.1 Analise granulométrica do solo e teor de matéria organica

Resultados semelhantes para a granulometria dos componentes inorganicos e do teor
de matéria organica foram obtidos entre as amostras de solo extraidas das parcelas
experimentais ndo contaminadas e contaminadas (Tabela 1). Os solos eram
predominantemente arenosos (acima de 40%) com uma contribui¢cdo consideravel de silte
(cerca de 27%) e argila (30%). O teor de matéria organica registrada nos solos foi baixo, cerca
de 4%. Entdo, considerando a predominancia de areia e o baixo teor de matéria organica, os
solos podem ser considerados facilmente erodiveis, com facilidade de transporte no caso de

escoamento de aguas pluviais.

Tabela 1. Andlise granulométrica e teor de matéria organica das amostras de solo nas parcelas
experimentais. PNC = amostra de solo de parcela ndo contaminada; PC = amostra de solo de parcela
contaminada.

Parcela experimental PNC PC
Matéria Orgéanica (%) 45 4,0
Avreia fina (%) 0,4 0,2
Areia média (%) 14,0 12,0
Areia fina (%) 28,4 30,3
Silte (%) 27,2 27,4
Argila (%) 30,0 30,1
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3.2 Caracterizacdo fisica e quimica das amostras do lixiviado

Valores proximos de pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez e
solidos suspensos inorganicos foram registrados para as amostras de RNC e RC (Tabela 2). O
pH da agua foi ligeiramente &cido (entre 6,0 e 7,0) com uma baixa condutividade elétrica
(menor que 28 uS cm™). A concentracdo de oxigénio dissolvido foi superior a 6,5 mg L™ e os
niveis de turbidez (acima de 3000 NTU) e os sélidos suspensos totais (acima de 3800 mg L™)
foram muito elevados.

No entanto, a concentracdo de solidos organicos em suspensdo foi baixa no RC
(824,00 mg L), se comparada com o RNC (2822,67 mg L™).

O Vertimec é um pesticida emulsiondvel e concentrado com aparente presenca de
substancias surfactantes na sua formulacdo, que rompem a tensdo superficial da agua e
resultam em baixas concentracdes de solidos organicos suspensos no lixiviado contaminado.
Deve-se salientar que o fabricante ndo fornece qualquer informagdo para a composi¢do do
produto, além do ingrediente ativo. Os altos valores de turbidez e sélidos suspensos totais que
foram obtidos para as amostras de escoamento superficial sdo dados principalmente pelas
caracteristicas da amostra, que sdo oriundas do escoamento superficial em solos sem

cobertura vegetal.

Tabela 2. Valores de pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez, sélidos suspensos
organicos e inorganicos (SSO and SSI, respectivamente) para as amostras contaminadas e ndo
contaminadas do lixiviado.

Amostras do

lixiviado pH Condutividade (uS cm™) OD (mg L) Turbidez (NTU) SSI(mgL")  SSO(mgL™)
RNC 6.27 18.3 6.88 3240 3536.7 2822.7
RC 6.68 27.3 6.77 3360 2898.7 824.0

3.3 Testes de toxicidade: viabilidade das culturas

Durante o periodo experimental, as premissas para a utilizacdo dos organismos-teste
em ensaios ecotoxicologicos foram satisfeitas. Os resultados para a emergéncia dos adultos
(99,5%) e a incidéncia de deformidades no mento dos quironomideos (0%) indicam as
condigdes saudaveis das culturas. A CL50 - 96h do cloreto de potéssio para C. sancticaroli foi
de 3,49 g L™, dentro do intervalo de sensibilidade previamente estabelecido para a espécie, a
partir de testes laboratoriais (3,03 - 4,03 g L™Y).
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3.4 Testes de toxicidade em laboratério

Durante os testes de toxicidade aguda (96h) em laboratério com Chironomus
sancticaroli exposto diretamente as amostras dos mesocosmos, 0s valores de pH para as
solucdes-teste permaneceram dentro do intervalo 6,7 - 7,0; a condutividade elétrica variou
entre 31,0 e 71,0 uS cm™ ; a concentrac&o de oxigénio variou entre 6,5a 7,5 mg L™ e a dureza
entre 20 a 38 mg CaCO; L™. Os efeitos téxicos foram observados em dois tratamentos: RC e
V, com valores de sobrevivéncia significativamente diferentes do controle, com p < 0,05 pelo

Teste de Fisher (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios de mortalidade e desvios- padrdo
obtidos no teste de toxicidade aguda em laboratério com as
amostras dos mesocosmos utilizando o organismo-teste
Chironomus sancticaroli. * Indica um valor significativamente
diferente do controle com p < 0,05 pelo Teste de Fisher, (n =
18) (C1 = Controle 1 e C2 = controle 2).

No teste de toxicidade cronica realizado em laboratorio com Chironomus sancticaroli
exposto diretamente as amostras dos mesocosmos, os efeitos tdxicos foram observados
unicamente em um tratamento, o Vertimec (V). Neste tratamento a mortalidade registrada foi
de 100% (com todos os valores de sobrevivéncia significativamente diferentes do controle em
p < 0,05, a partir do Teste de Fisher) (Figura 3). O pH mensurado para as solucGes-teste

permaneceu dentro do intervalo 6,8 -7,9. A condutividade elétrica variou entre 27,1 e 99,4 pS
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cm™ e a concentragdo de oxigénio dissolvido variou entre 6,2 - 7,9 mg L™. Os valores

registrados para a dureza da agua variaram entre 20 e 44 mg L™ CaCOs.
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Figura 3. Valores médios de mortalidade e desvios- padréo
obtidos em teste de toxicidade cronica em laboratério com as
amostras dos mesocosmos utilizando o organismo-teste
Chironomus sancticaroli. * Indica um valor significativamente
diferente do controle com p < 0,05 pelo Teste de Fisher, (n =
24) (C1 = Controle 1 e C2 = controle 2).

No presente trabalho, um parametro adicional, a incidéncia de deformidades no mento
dos quironomideos, também foi utilizado para verificar os efeitos crdnicos do pesticida
Vertimec sobre as larvas de quironomideos. Foi testada a hipdtese de que a freqliéncia de
deformidades no mento dos quironomideos pode ser maior nos tratamentos contaminados em
comparagdo com as freqiiéncias obtidas no controle. Mas, em laboratério os resultados ndo
confirmaram essa hipdtese, uma vez que nenhum individuo apresentou qualquer tipo de
deformidade no mento em todas as réplicas de todos os tratamentos. Foi ainda testada a
hiptese de que o desenvolvimento e crescimento dos quironomideos também podem ser
afetados nos tratamentos contaminados diferentemente daqueles nos controles (Tabela 3). Em
relacdo aos individuos do inéculo inicial (40 larvas), os resultados do teste paramétrico de
Tukey HSD ndo indicaram diferencas significativas para todos os pardmetros (dimensdes
avaliadas para o corpo e capsula cefalica) (p> 0,05). Assim, estes dados foram utilizados
como medigdes das dimensdes iniciais dos individuos. Para avaliar uma possivel diferenga

significativa entre 0 comprimento e a largura do corpo e da capsula cefalica dos individuos
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sobreviventes nos testes de toxicidade cronica realizados com a espécie C. sancticaroli no

laboratério, foi utilizado um teste ndo-paramétrico.

Tabela 3. Valores médios (+ DP) do comprimento e largura da cédpsula cefélica e do corpo de
organismos sobreviventes aos ensaios de toxicidade crénica realizados em laboratério e in situ, e do
indculo inicial (40 individuos) (C, C1 e C2: controles, RNC: lixiviado ndo contaminado, RC: lixiviado
contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec.

Teste de toxicidade crdnica em laboratdrio

Tratamento Comp. Céapsula (um) Larg. Capsula (um) Comp. corpo (um) Larg. corpo (um)
c1 740,0 (+54,1) 508,3 (+34,8) 10550,0 (+1604,6) 757,5 (+115,8)
C2 710,0 (+63,8) 485,0 (+27,8) 8800,0 (+664,0) 645,8 (+100,0)
RNC 732,5 (+63,2) 505,0 (+32,4) 11093,0 (+1125,1) 835,0 (+121,6)
RC 707,5 (+42,5) 480,8 (+37,5) 9731,3 (+1550,3) 705,0 (£99,3)
\V - - - -
Teste de toxicidade cronica in situ
Tratamento Comp. Cépsula (um) Larg. Capsula (um) Comp. corpo (um) Larg. corpo (um)
C 641,8 (£59,1) 569,0 (+921.2) 8193,0 (+1631,1) 647,8 (+110,4)
RNC 657,3 (£71,9) 459,6 (+43.5) 9001,1 (+1253,8) 680,9 (+104,1)
RC 519,2 (+118,8) 380,0 (+88.1) 6789,6 (+999,6) 472,9 (£118,5)
V - - - -
Inéculo Inicial
- Comp. Cépsula (um) Larg. Capsula (um) Comp. corpo (um) Larg. corpo (um)
0 individuos 440,0 (£21,72) 306,0 (+21,34) 55545 (£593,12) 432,5 (£52,56)

Os resultados indicaram ndo haver diferengas significativas em relacdo ao
comprimento da capsula cefalica (p > 0,05), no entanto, ocorreram diferencas significativas
entre a largura da céapsula cefalica das larvas quironomideos expostas aos tratamentos C1 e
RC (Z = 2,8601 e p = 0,0254). Quanto aos parametros comprimento e largura do corpo, 0s
resultados do teste de Tukey HSD indicaram diferencas significativas para ambos o0s
parametros entre as larvas expostas aos tratamentos RNC e RC, C1 e C2, e também para C2 e
RNC (p < 0,05), sendo o comprimento € a largura do corpo das larvas expostas ao lixiviado

contaminado menores do que os das larvas do lixiviado ndo contaminado.

3.5 Testes de toxicidade realizados in situ

3.5.1 Condicdes fisicas e quimicas da agua durante os testes

Em todos os tratamentos, um pequeno aumento dos valores de pH da agua pode ser
observado ao longo do experimento, mas houve apenas pequenas mudancas para esta variavel
entre 0s mesocosmos, com um valor médio minimo de 4,87 no inicio do experimento, no
tratamento RNC e um valor maximo de 7,01 também no inicio do experimento, no tratamento

C (Tabela 4). Em relacéo & temperatura da dgua, ocorreram apenas pequenas alteracfes para
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esta varidvel, desde o inicio até o final do experimento. A condutividade elétrica aumentou
durante o experimento, com valores médios entre 20 pS cm™, no inicio, em todos os

tratamentos, até 40 pS cm™ no final, nos tratamentos C e RNC.

Tabela 4. Valores médios (+ DP) das varidveis fisicas e quimicas medidas na dgua das cAmaras do mesocosmo
durante o periodo experimental (C: controle, RNC: lixiviado ndo contaminado, RC: lixiviado contaminado, V:
aplicacdo direta do Vertimec.

riodo (horas) pH Temperatura (°c) Condutividade (uS cm ?) OD (mg L)
C
oh 4,98 (+0,08) 20,07 (+0,01) 20,00 (+0,00) 6,11 (+0,65)
3h 6,48 (0,17) 21,53 (+0,01) 20,00 (+0,00) 7,15 (+0,35)
48h 7,01(x0,15) 19,87 (+0,01) 30,.00 (+0,00) 5,74 (+0,56)
96h 6,68 (£0,14) 19,97 (20,01) 30,00 (+0,00) 5,44 (+0,49)
120h 6,59 (x0,11) 20,63 (+0,01) 40,00 (+1,00) 5,03 (+0,84)
168h 6,62 (+0,12) 21,20 (+0,10) 30,00 (+0,00) 5,67 (+0,55)
RNC
oh 4,87 (+0,03) 20,03 (+0,06) 20,00 (£0,0) 5,97 (+0,11)
3h 6,24 (+0,16) 21,70 (+0,10) 20,00 (+0,00) 6,70 (+0,40)
48h 6,46 (£0,13) 20,00 (+0,10) 30,00 (+0,00) 4,35 (+0,21)
96h 6,45 (+0,11) 20,10 (+0,00) 40,00 (£0,00) 3,14 (£0,25)
120h 6,23 (£0,07) 20,67 (+0,06) 40,00 (+1,00) 2,34 (+0,18)
168h 6,18 (+0,19) 21,20 (+0,00) 40,00 (+1,00) 1,98 (+0,48)
RC
oh 4,93 (+0,04) 20,05 (+0,07) 20,00 (+0,00) 5,73 (£0,21)
3h 6,07 (£0,01) 21,55 (+0,07) 30,00 (+0,00) 6,92 (+0,18)
48h 6,28 (+0,01) 19,85 (0,07) 30,00 (+0,00) 5,51(+0,12)
96h 6,44 (£0,03) 20,15 (+0,07) 30,00 (+0,00) 4,80 (+0,17)
120h 6,20 (£0,04) 20,70 (+0,00) 30,00 (+0,00) 4,10 (+0,18)
168h 6,25 (+0,06) 21,15 (+0,07) 30,00 (+0,00) 4,08 (+0,74)
Vv

oh 5,07 (0,02) 20,05 (+0,07) 20,00 (+0,00) 6,29 (+0,30)
3h 6,33 (+0.04) 21,55 (+0,07) 20,00 (+0,00) 7,42 (£0,25)

48h 6,20 (£0,02) 20,10 (+0,14) 30,00 (+0,00) 5,1 (+0,10)
96h 6,31 (£0,06) 20,65 (+0,21) 30,00 (+0,00) 4,91 (+0,55)
120h 6,08 (+0,01) 20,85 (+0,07) 30,00 (+0,00) 5,53 (+0,35)
168h 6,16 (+0,00) 21,20 (+0,00) 30,00 (+0,00) 6,05 (+0,25)

A concentracdo de oxigénio dissolvido na dgua diminuiu em todos os tratamentos. No
tratamento RNC, houve um decréscimo acentuado, com valores médios minimos de 1,98 mg
L, ao final. O valor médio méaximo para a concentracéo de oxigénio dissolvido foi de 7,15
mg L™ registrado no tratamento controle (C), no inicio da execucio do experimento (3 h).

Ambas as variaveis, turbidez e concentracdo de sélidos suspensos totais tiveram

valores elevados ap0s a introducdo do lixiviado (Tabela 5), um resultado similar ao registrado
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por Novelli et al. (2012a), em um estudo realizado na mesma &area e com delineamento
experimental semelhante em relacdo a montagem dos mesocosmos. Os baixos valores para
essas variaveis no final do experimento, também foram observadas para os tratamentos RNC
e RC. Diferentemente do que foi encontrado pelos autores no estudo mencionado
anteriormente, a concentracdo de oxigénio ndo aumentou a medida que os valores de turbidez
diminuiram, principalmente no tratamento RNC, onde a concentragéo de oxigénio dissolvido
decresceu continuamente durante o desenvolvimento do experimento e a concentracdo de
solidos particulados tenderam a declinar. A concentracdo de oxigénio (derivado da
fotossintese) ndo aumentou como esperado. A diminuicdo do nivel de oxigénio foi,
provavelmente, uma conseqiiéncia da alta turbidez, o que afetou a produgdo primaria,
impedindo a penetracdo da luz, conforme reportado por outros autores em experimentos

similares (Quinn et al., 1992; Van Nieuwenhuyse & Laperriere, 1986).
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Tabela 5. Valores médios (£ DP) da concentracdo de solidos (materiais) suspensos totais, organicos e
inorganicos, e de turbidez determinados nas cdmaras do mesocosmo durante o periodo experimental (C:
controle, RNC: lixiviado ndo contaminado, RC: lixiviado contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec.

eriodo (horas) —SST (Mg LY SSI (mg L™) SSO (mg L™) Turbidez (NTU)
c
Oh 6,99 (¢4,13) 1,69 (x1,26) 5,31 (+2,88) -
3h 8,97 (+1,13) 3,58 (£0,93) 5,39 (0,49) 13,00 (+1,0)
48h 7,77 (¥2,39) 2.9 (¥1,71) 5,58 (+0,94) 6,67 (£2,08)
96h 4,90 (x0,81) 0,35 (+0,82) 4,56 (+0,13) 32,00 (+3,46)
120h 7,48 (£2,66) 2,31 (x0,64) 5,17 (20,64) 13,33 (£1,53)
168h 15,01 (+15,16) 7,69 (£5,35) 7,32 (£2,85) 13,67 (+6,35)
RNC
Oh 48,07 (+6,32) 11,7 (¥2,89) 36,40 (+3,58) -
3h 1895 (+13,79) 147,17 (+16,25) 42,33 (+3,90) 263,33 (+34,27)
48h 37,73 (+18,4) 22,21 (+4,47) 15,52 (¥13,99) 139,33 (¥23,46)
96h 27,43 (+5,62) 16,37 (+2,88) 11,07 (£2,74) 161,33 (+34,78)
120h 20,54 (+1,08) 12,49 (+0,44) 8,05 (£0,80) 87,00 (+19,16)
168h 14,33 (+2,85) 7,76 (x1,74) 6,57 (+2,11) 52,67 (¥15,31)
RC
oOh 50,66 (+11,47) 12,17 (¢5,41) 38,50 (+6,09) -
3h 98,47 (+18,20) 66,9 (¥17,03) 31,57 (+14,87) 223,00 (+16,64)
48h 30,26 (+17,54) 21,60 (+15,20) 8,67 (+2,77) 118,33 (+5,51)
96h 17,39 (+11,65) 9,90 (£9,12) 7,50 (+2,53) 145,67 (£7,09)
120h 56,53 (+34,25) 35,59 (+21,85) 20,94 (+12,80) 92,00 (+13,08)
168h 20,00 (+7,96) 12,4 (+6,63) 7,60 (£1,95) 57,33 (+4,62)
%
Oh 5,80 (+0,65) 1,15 (#0,7) 4,65 (+0,49) -
3h 8,75 (+2,26) 2,98 (+1,03) 5,77 (£1,23) 16,00 (+2,65)
48h 8,25 (+1,72) 2,50 (x0,82) 5,75 (+0,90) 9,67 (+1,53)
96h 5,37 (+0,51) 1,23 (+0,36) 4,14 (x0,20) 45,67 (+1,53)
120h 6,53 (x0,94) 2,66 (x1,32) 3,87 (¢0,39) 19,67 (¥1,15)
168h 11,63 (£6,70) 4,02 (£1.27) 7,61 (+5,48) 16,67 (+ 4,93)

Os resultados obtidos para as concentracfes de nutrientes nos mesocosmos (Tabela 6)

mostraram que a concentracdo de fosforo total aumentou cinco vezes no tratamento RNC e 4

vezes no tratamentos RC, ap6s a introdugdo do lixiviado (3h). No entanto, ndo houve um

aumento da concentracdo de nitrogénio organico total com a introducéo lixiviado.
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Tabela 6. Valores médios (+ DP) para as concentra¢des de nutrientes (1 - Nitrito, 2 - Nitrato, 3 - aménio, 4 - nitrogénio
organico total, 5 - fosfato inorganico, 6 - fosfato organico dissolvido, 7 - fosforo total e 8 - silicato reativo) obtidas para
a dgua das cdmaras do mesocosmo durante o periodo experimental (C: controle, RNC: lixiviado ndo contaminado, RC:
lixiviado contaminado, V: aplicac¢do direta de Vertimec.

1-NO, (ug L™

Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 2,92 (£0,24) 2,06 (£0,14) 2,91 (£0,27) 2,48 (£0,22) 2,81 (+0,59) 2,96 (+0,90)
RNC 2,82 (+0,35) 8,57 (+ 4,53) 8,31 (£3,75) 7,18 (+2,88) 6,25 (+2,21) 6,26 (+1,51)
RC 2,61 (20,16) 7,00 (+4,02) 5,71 (3,27) 5,42 (+2,86) 5,20 (+1,85) 6,36 (+1,33)
\Y% 3,17 (20,35) 2,89 (+1,45) 3,28 (1,.55) 2,92 (0,44) 2,97 (+0,41) 3,37 (+1,34)
2-NOs (Mg L™
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 52,45 (+21,26) 203,44 (+103,46) 43,06 (+4,13) 33,68 (+1,60) 61,38 (+28,58) 62,41 (+31,52)
RNC 108,25 (+11,41) 170,44 (+106,96) 78,92 (+14,24) 48,95 (+14,16) 43,66 (3,59) 39,0 (+15,46)
RC 45,65 (+60,88) 141,61 (+93,98) 57,70 (+13,40) 30,70 (¥13,32) 56,83 (+6,19) 48,62 (6,71)
\Y 66,39 (+46,64) 86,58 (+27,91) 90,48 (+29,46) 31,95 (+14,01) 85,81 (+9,10) 29,90 (+4,79)
3-NH, (gL
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 167,17 (+3,10) 63,93 (£53,44) 33,93 (+2553) 19,68 (¥2,28) 52,40 (+37.52) 51,79 (+34,48)
RNC 158,90 (+9,62) 93,94 (+19,44) 49,49 (+5,58) 86,21 (+27,58) 181,56 (+62.21) 205,55 (+81,92)
RC 177,2 (£6,63) 66,01 (+59,23) 55,17 (+11,37) 44,25 (+31,61) 6506 (+75.54) 100,66 (+88,41)
\% 107,44 (+7,04) 12,20 (60,07) 36,63 (+27,41) 2591 (+24,30) 56,95 (+41.01) 42,04 (+31,20)
4 — Nitrogénio Organico Total (mg L)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 0,67 (+0,38) 1,22 (0,11) 0,53 (+0,21) 0,76 (+0,41) 0,68 (+0,18) 0,80 (+0,30)
RNC 0,97 (20,16) 1,73 (#0,15) 0,90 (0,08) 1,74 (+0,28) 0,58 (0,22) 1,15 (+0,21)
RC 0,80 (0,21) 1,04 (0,10) 1,06 (+0,10) 0,95 (+1,19) 0,72 (+0,06) 0,61 (0,29)
\Y; 0,80 (+0,33) 1,59 (+0,40) 0,81 (+0,40) 0,83 (+0,88) 0,37 (+0,28) 0,87 (+0,27)
5 — Fosfato Inorganico (ug L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 6,71 (1,01) 6,03 (+1,42) 8,19 (+2,67) 6,98 (+0,66) 5,54 (+1,.30) 7,30 (+3,46)
RNC 4,94 (1,18) 24,18 (+9,81) 15,7 (+5,46) 14,68 (+3,04) 12,67 (+3,73) 14,44 (+3,58)
RC 3,57 (+1,06) 19,28 (+10,93) 11,96 (+4,76) 11,2 (#5,17) 13,.35 (+2,58) 16,49 (+3,46)
\Y% 4,83 (+1,25) 7,85 (+0,90) 7,95 (+4,90) 7,98 (+2,86) 8,34 (+2,50) 7,25 (+4,59)
6 — Fosfato Organico Dissolvido (ug L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 15,95 (+1,47) 15,07 (+4,50) 22,15 (+2,84) 16,89 (+2,49) 15,70 (+1,00) 18,47 (£3,59)
RNC 15,55 (+0,68) 50,14 (+12,40) 41,66 (+11,18) 36,87 (x11,68) 32,82 (9,42) 29,85 (+5,42)
RC 14,50 (+0,88) 52,25 (+24,19) 41,02 (+9,60) 36,72 (+10,46) 36,57 (+7,87) 35,44 (+2,74)
\Y, 17,20 (+0,92) 19,52 (+13,70) 23,35 (+5,72) 20,04 (+0,65) 20,05 (+5,95) 19,33 (+4,38)
7 — Fésforo Total (ug L™)
0Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 45,15 (+4,48) 66,14 (+10,87) 731(£34,82) 66,19 (+12,70) 71,41 (+7,19) 105,45 (+57,88)
RNC 54,88 (+6,30) 346,00 (+112,00) 166,84 (+54,20) 116,23 (+28,86) 196,84 (¥39,04) 144,15 (+56,65)
RC 50,98 (+4,64) 237,83 (+203,97)  138,5 (+59,48) 123,90 (£32,69) 169,46 (+86,31) 109,54 (+34,12)
\% 62,90 (+3,28) 73,67 (+116,38) 59,62 (+24,10) 63,08 (+7,89) 114,79 (¢53,31) 78,95 (x19,07)
8 — Silicato Reativo (mg L)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C 0,05 (+0,04) 0,10 (x0,07) 0,37 (0,0) 0,6 (0,01) 0,36 (+0,0) 2,99 (+0,37)
RNC 0,10 (+0,06) 0,17 (+0,01) 0,39 (+0,01) 0,38 (0,0) 0,50 (+0,03) 3,22 (£0,12)
RC 0,06 (£0,03) 0,31 (20,27) 0,39 (£0,01) 0,34 (+0,04) 0,50 (+0,04) 2,87 (0,13)
\% 0,13 (£0,03) 0,15 (0,01) 0,37 (£0,01) 0,31 (x0,07) 0,40 (+0,07) 2,61 (+0,01)
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3.5.2 Toxicidade cronica do Vertimec para Chironomus sancticaroli

O teste de toxicidade crbnica com C. sancticaroli diretamente expostas & agua do
Reservatério Lobo contaminada com o pesticida nos mesocosmos (no teste de toxicidade in
situ) indicou a existéncia de efeitos adversos a este organismo-teste. Houve diferencas
estatisticamente significativas entre a sobrevivéncia das larvas nos tratamentos RC e V
quando comparado com 0s organismos do controle (em p< 0.05 a partir do Teste de Fisher)
(Figura 4). Quanto ao teste de toxicidade cronica realizado em laboratorio, a manipulacdo das
amostras durante a sua amostragem nos mesocosmos, transporte e mesmo na montagem do
teste cronico, provavelmente contribuiu para a degradacdo dos residuos do Vertimec,
resultando em amostras com baixos efeitos tdxicos, quando comparadas com o grau de

toxicidade verificado nos testes in situ.
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Figure 4. Valores médios de mortalidade e desvios-padrdo obtidos
em testes de toxicidade cronica realizados in situ (mesocosmos),
utilizando o organismo-teste Chironomus sancticaroli. * Indica um
valor significativamente diferente do controle com p < 0,05, a
partir do Teste de Fisher, (n = 90).

Talvez, os procedimentos seguidos de acordo com as recomendacOes de Fonseca
(1997) para o pré-ajuste do teste podem também ter atenuado a toxicidade das solugdes e das
amostras de sedimento, considerando-se que a aeracdo da agua foi realizada ao longo de 24h
antes do inicio do teste. Segundo Lewis et al. (1994), a aeracdo pode reduzir a toxicidade das
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solugdes-teste, retirando delas substincias toxicas altamente volateis, ou em contraste
podendo aumentar a sua toxicidade por meio da alteragéo do pH.

As diferencas encontradas entre a toxicidade nos mesocosmos e nos testes de
laboratdrio sugerem que os resultados obtidos nos testes realizados in situ sdo provavelmente
mais realistas do que os de laboratério.

Alguns resultados obtidos no presente estudo permitem afirmar que alguns parametros
escolhidos, considerando a sobrevivéncia dos individuos nos testes cronicos (in situ e de
laboratdrio), podem ser considerados aplicaveis. Na avaliacdo do comprimento do corpo e da
capsula cefélica (alem da largura) dos testes de toxicidade crénica realizados in situ com a
espécie Chironomus sancticaroli, testes ndo paramétricos foram utilizados (p < 0,05 ¢ W entre
0,08961 e 0,97720). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado para verificar se
houve diferencas significativas em relacdo nestes parametros. Todos 0s parametros analisados
revelaram diferengas significativas (p < 0,05). As comparagdes multiplas (valores de z)
mostraram que CR difere de C e de RNC, para todos os parametros. Somente para 0
comprimento do corpo, os resultados mostraram diferencas significativas entre C e RNC (p =
0,00001; H = 77,88012).

Neste estudo, considerando o decréscimo significativo do crescimento observado pelas
dimensbes da capsula cefalica e do corpo em individuos expostos a tratamentos ndo
contaminados e contaminados, podemos afirmar que a toxicidade do pesticida Vertimec
prejudicou o desenvolvimento normal dos organismos sobreviventes, o que pode ter
conseqiiéncias em nivel da populacdo, diminuindo o desempenho da reproducdo. Em um
estudo realizado para avaliar o crescimento de Chironomus riparius expostos ao pesticida
Imidacloprid (Bayer ®) Azevedo-Pereira et al. (2012), observaram uma diminui¢do no
crescimento das larvas.

Similarmente aos efeitos causados pelo Vertimec no sistema nervoso de artrépodes, o
Imidacloprid, mesmo em baixas concentragdes interrompe 0S processos neurais dos
organismos, causando paralisia ou tremores musculares incontrolaveis, os quais podem limitar
a procura de alimentos (forrageamento) e o subsequente crescimento dos insetos aquéaticos
(Alexander et al. 2007, Pestana et al., 2009), como observado no presente estudo, com
provaveis consequiéncias em nivel de populacdo (emergéncia dos adultos e / ou reproducéo),

como relatado no Capitulo 1.
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Em relacdo a incidéncia de deformidades em quironomideos, este parametro ja foi
usado como uma ferramenta investigagdes in situ e monitoramento ambiental da polui¢do em
ambos, os ecossistemas I6ticos e Iénticos (Janssens De Bisthoven et al., 1998a, Gerhardt et al.,
2006). Um grande numero de estudos de campo, considerando corpos d'agua poluidos e testes
de inducdo experimental, tém demonstrado que a contaminagdo e 0 estresse causado por
substancias toxicas, como metais pesados (Diggins & Stewart, 1998, Martinez et al., 2004) e
pesticidas (Warwick, 1985, Madden et al., 1992), tem um impacto significativo sobre a
frequiéncia de deformidades em partes da capsula cefalica de larvas de quironomideos.

A Figura 5 ilustra algumas deformidades encontradas no mento de larvas de C.
sancticaroli expostas ao lixiviado contaminado por Vertimec no experimento de campo em
mesocosmos. Ndo houve evidéncia de deformidades nos organismos sobreviventes ao fim do
ensaio cronico laboratorial, mesmo considerando o tratamento contaminado (RC). Por outro
lado, os resultados obtidos nos testes in situ mostraram que a porcentagem de individuos com
deformidade no tratamento contaminado foi maior do que nos controles (C e RNC). A
frequéncia de deformidades no mento em larvas de quironomideos expostas ao lixiviado
contaminado pelo Vertimec (tratamento RC) foi de 4,2%, enquanto que nenhuma
deformidade foi registrada nas larvas dos tratamentos ndo contaminados (controles). Deste
modo, sugerimos que este parametro pode ser Util e adequado para fins de biomonitoramento
ambiental. Resultados similares também foram relatados por Martinez et al. (2004) que
detectaram deformidades entre 0,0 e 12,0% para Chironomus tentans exposto a sedimentos
contaminados por uma combinacdo de zinco e de chumbo. A ocorréncia de deformidades em
larvas de C. sancticaroli no experimento in situ, e a inexisténcia de deformidades no ensaio de
laboratério corroboram com os valores obtidos para a sobrevivéncia de C. sancticaroli, que
foram maiores nos testes de laboratorio do que nos experimentos de campo, ambos indicando

maior toxicidade nos ensaios de toxicidade cronica realizados in situ.
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Figura 5. Mento normal (a) e algumas das deformidades no mento das larvas de Chironomus
sancticaroli (b e c) expostas ao lixiviado contaminado pelo pesticida no experimento de campo em
mesocosmos. (b): dente trifido deformado e dente adicional, (c): um dente adicional surgiu ao lado do
dente trifido que também aparece deformado.

No presente estudo, a incidéncia maxima de deformidades no mento dos individuos foi
baixa (4,2%). No entanto, a freqiiéncia de deformidades em larvas de quironomideos pode ser
elevada, podendo chegar a 60%, conforme relatado por Vermeulen et al. (1998).
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Considerando o efeito altamente toxico do Vertimec as populacdes de C. sancticaroli
e seu uso em baixas concentracdes podemos concluir que os niveis de contaminagdo ou
periodo de exposicdo adotados neste estudo ndo foram suficientes para causar altas
frequéncias de deformidades. No entanto, foram suficientemente altas para causar indices
significativos de mortalidade e alteragfes no crescimento das larvas, como revelado pela
diminuigéo significativa no comprimento e largura do corpo de larvas expostas ao lixiviado
contaminado por Vertimec. Talvez, baixas concentracdes de Vertimec poderiam provocar
maior freqiiéncia de deformidades em investigacdes em longo prazo como a reportada por
Janssens de Bisthoven et al. (2001), em que a populagdo de Chironomus riparius foi exposta
ao cadmio ao longo de 10 geragdes. Segundo 0s mesmos autores, na concentracdo de 9 pg Cd
L a frequiéncia de larvas com dentes medianos do mento duplos aumentou nas Gltimas quatro

geracOes, chegando até 40%.

3.5.3 Analise da comunidade de macroinvertebrados benténicos

Os resultados indicaram uma diminuicdo de aproximadamente 40% na riqueza e
densidade da comunidade de macroinvertebrados bentdnicos quando comparadas a
comunidade amostrada no sedimento do controle (C) com aquelas nos sedimentos dos
tratamentos RNC e RC (Figura 6).

Em condicbes naturais, corregos, rios e também os ecossistemas aquaticos Iénticos
podem receber o lixiviado oriundo do escoamento superficial, especialmente de areas
desprotegidas (sem cobertura vegetal efetiva, por exemplo, campos agricolas). Além da
elevada descarga d’agua (mais o elevado nivel de turbuléncia) (Gomme et al., 1991), entrada
de nutrientes (Coper, 1993), metais pesados (He et al., 2004), e também pesticidas (Schulz &
Liess, 1999), é esperado 0 aumento das concentracfes de solidos suspensos totais na agua .

Os efeitos adversos causados pela alta turbidez (Bilotta & Brazier, 2008) sdo umas das
preocupacGes mais importantes em relacdo a questdo da poluicdo dos sedimentos,
especialmente considerando a dependéncia da pesca de dgua doce na produtividade bentdnica
(Waters, 1995). Embora efeitos toxicos em nivel de populacdo ndo tenham sido observados
nos experimentos com o lixiviado ndo contaminado para os testes realizados em laboratorio
(Capitulo 1), ou realizados in situ (este capitulo), em nivel de comunidade a anélise de

macroinvertebrados benténicos no sedimento das camaras revelou significativas diferencas
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em relacdo a riqueza de espécies e densidade das populagdes de Tanytarsus spl, entre 0s
tratamentos C e RNC.

Em relacdo a aplicacdo direta de inseticida nos mesocosmos (tratamento V), houve um
decréscimo de aproximadamente 80% na riqueza de tdxons e também na densidade de
macroinvertebrados bentdnicos em relacdo aos registrados no controle. Além disso, ndo houve
ocorréncia de taxons pertencentes a Classe Insecta neste tratamento. Este fato também
corrobora o efeito inseticida da abamectina, o ingrediente ativo do pesticida testado, sobre a
comunidade de macroinvertebrados bentonicos.

A grande importancia da entomofauna nos ecossistemas aquaticos ndo é atribuida
apenas a predominancia de espécies de Chironomidae em comunidades de invertebrados
bentbnicos em quase todos os ecossistemas de dgua doce, (Vos, 2001, Pery et al., 2002), mas
também por eles serem uma importante fonte de alimento para peixes e aves (Rieradevall et
ai. 1995). A Classe Insecta contribui com a maior riqueza de espécies neste grupo, que
também inclui efemeropteros, plecdpteros, tricopteros, odonatos, coledpteros, dipteros, entre
outros. Assim, o uso indiscriminado de pesticida Vertimec pode representar um sério risco
para esses grupos e também para outros componentes da fauna que dependem direta ou

indiretamente desta fonte de alimento.
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Figura 6. Composicdo dos macroinvertebrados benténicos e
densidade total de organismos (mais desvio padrdo) a partir de
amostras de sedimento coletadas nos diferentes tratamentos do
experimento in situ.
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Apesar da presenca de populacfes da espécie Limnodrilus hoffmeisteri como um dos
tdxons mais abundantes em todos os tratamentos e como Unica espécie ocorrendo no
tratamento contaminado com o Vertimec (V) e também pelo fato de que houve uma
diminuicdo de 65% na densidade desta espécie quando comparado com o tratamento controle,
a andlise estatistica ndo indicou diferencas significativas para densidade entre os tratamentos.
Apenas trés tdxons ocorreram em mais do que um tratamento (Tanytarsus spl, Chironomus
reissi (?) e L. hoffmeisteri) e, portanto, foram utilizados para comparar as alteracGes da
densidade de macroinvertebrados benténicos entre os tratamentos.

NOs usamos testes paramétricos para analisar possiveis diferencas entre as densidades
de Tanytarsus spl entre os tratamentos C e RNC (p < 0,05 ¢ W = 0,66246), ¢ testes nao-
paramétricos para C. reissi e L. hoffmeisteri na comparacéo entre os diferentes tratamentos do
teste in situ. O resultado do Teste de Tukey HSD indicou diferengas significativas (p < 0,05)
entre as densidades Tanytarsus spl entre os tratamentos C e RNC. Quanto aos resultados
obtidos a partir de teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, somente as densidades de C.
reissi foram significativamente diferentes quando comparado os tratamentos C e V (p =
0,0320 e Z = 2,717465).

O resultado da andlise de cluster, utilizando o indice de similaridade de Jaccard para a
comparacdo da composi¢do da comunidade em todos os tratamentos mostrou a formagéo de
trés grupos distintos (Figura 7). Um grupo formado pelos tratamentos C e RNC, outro
formado pelo CR e um terceiro grupo formado pelo tratamento V, que foi contaminado
diretamente com o pesticida Vertimec. Em ambos os sedimentos dos tratamentos, RC e V, as
comunidades de macroinvertebrados bentonicos foram diferentes das registradas no
sedimento do controle e do lixiviado sem contaminagdo. O mais dissimilar foi aquele tratado
com Vertimec, evidenciando o efeito adverso desse inseticida sobre 0s organismos

bentdnicos.
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Figura 6. Resultados da andlise de Jaccard para a
comunidade de  macroinvertebrados  bentdnicos
amostrados nos quatro tratamentos do teste in situ.
Legenda dos tratamentos: controle (C); lixiviado ndo
contaminado (RNC); lixiviado contaminado (RC) e
adicdo direta de Vertimec (V).

4. Conclusoes

No nivel de populacéo, o inseticida Vertimec foi altamente toxico, mesmo em baixas
concentragdes e por contaminacdo via lixiviado, causando deformidades e uma diminui¢do no
crescimento dos quironomideos. No nivel de comunidade este pesticida exterminou o
componente representado pelos insetos. Como 0 pesticida Vertimec tem sido amplamente
utilizado na producéo de batata e morangueiro no Brasil e por seu efeito altamente prejudicial
sobre a diversidade e abundancia de organismos bent6nicos (principalmente sobre a fauna de
insetos aquaticos), 0 uso deste produto representa um risco grave para a conservagdo da

biodiversidade e o funcionamento dos ecossistemas aquaticos.
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Capitulo 3

Testes de toxicidade aguda em laboratorio para avaliar os efeitos do pesticida
Vertimec® 18 CE sobre a biota aquatica utilizando a espécie de 4gua doce Hydra viridissima
(Cnidaria, Hydrozoa) como um organismo-teste

Resumo

Os cnidéarios de agua doce pertencentes ao género Hidra tém sido cada vez mais utilizados
como um modelo para muitos estudos bioldgicos, devido a alguns aspectos basicos relativos
ao desenvolvimento, diferenciacao, regeneracdo e capacidade de alteracdo de sua morfologia
externa como uma resposta aos efeitos de algumas substancias toxicas. No presente estudo
usamos estes invertebrados, como organismos-teste para investigar o efeito do Vertimec, um
pesticida utilizado para controlar pragas de insetos que causam danos a muitas colheitas,
incluindo frutas, legumes e plantas ornamentais, ou outras pragas como acaros e hematodeos.
A espécie Hydra viridissima, nativa do Brasil, foi utilizada como organismo-teste. Cultivos
desta espécie foram mantidos em laborat6rio durante longos periodos e testados quanto a
sensibilidade ao dicromato de potassio (Synth Brasil), utilizado como substéncia de
referéncia, em testes de toxicidade aguda. Culturas saudaveis foram utilizadas para testar a
toxicidade aguda de Vertimec® 18 CE nas concentracSes nominais: 0,012; 0,024; 0,048;
0,096; 0,190; 0,380 mL L™ Os testes duraram 96h depois do qual os organismos Vivos
remanescentes foram contados nos intervalos de 24, 48, 72 e 96h, e avaliados em relagdo as
alteracdes morfoldgicas no corpo e tentaculos. A CL50 - 96h para H. Viridissima no teste de
sensibilidade ao dicromato de potéssio foi de 5,03 mg L™. Os valores médios de CL50 e CE50
- 96h para Vertimec foram 0,08 e 0,14 mL de L™, respectivamente. Uma curva dose-resposta
tipica foi obtida considerando toda a gama de concentracfes. Em relacdo aos valores de CE50
houve mudancas na toxicidade de acordo com o tempo de exposi¢cdo. A toxicidade
inicialmente aumentou até 72h e depois estabilizou até 96 h. A concentracdo tdxica do
pesticida utilizado para H. viridissima é relativamente elevada quando comparada com 0s
valores de CE50 e CL50 obtidos para outros organismos-teste e disponiveis na literatura, tais
como larvas de insetos, peixes e claddceros, provavelmente devido a simplicidade do seu
sistema nervoso. No entanto, considerando a ampla utilizagédo do Vertimec no Brasil e o fato
de que podem ocorrer efeitos sinérgicos com outros poluentes (outros pesticidas, metais,
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detergentes), o risco de toxicidade por contaminagdo do Vertimec nas dguas de superficie ndo
pode ser totalmente descartada, mesmo para um organismo relativamente resistente como H.
viridissima.

Palavras-chave: avermectinas, abamectina, ecotoxicologia aquética, dicromato de potassio,
Hydra viridissima, metais pesados, pesticidas.
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Abstract

Freshwater cnidarians of the genus Hydra have been increasingly used as a model for many
biological studies due to some basic aspects concerning development, differentiation,
regeneration and the capacity of changing their external morphology as a response to some
toxicants. In the present study we use this invertebrate as test organism to investigate the
effect of Vertimec® 18 EC, a pesticide used to control insect pests causing damage to many
crops including fruits, vegetables and ornamental plants or other pests as mites and
nematodes. The species Hydra viridissima, native in Brazil, was used as test-organism. H.
viridissima cultures were maintained in the laboratory for long periods and tested for
sensitivity to potassium dichromate (Synth, Brazil) as a reference toxicant, in acute toxicity
tests. Healthy cultures were used to test the acute toxicity of Vertimec® 18EC at the nominal
concentrations: 0.012; 0.024; 0.048; 0.096; 0.19; 0.38 mL L™ . The tests lasted 96h after which
the remaining living organisms were counted at the time intervals of 24, 48, 72 and 96 hours,
and inspected for changes in its body and tentacles morphology. The LC50 (96h) for H.
viridissima in the sensitivity test was 5.03 mg L. The mean values of ECsy and LCso-96h for
Vertimec were 0.08 mL L™ and 0.14 mL L™ respectively. A typical dose-response curve was
obtained considering the full range of concentrations. Regarding the ECs, values there were
changes in the toxicity according to the exposure time. Toxicity initially increased up to 72h
and then leveled off until 96 hours. The concentration in which this pesticide is toxic to H.
viridissima is relatively high when compared to ECsy and LCs values for other test-organisms
available in literature such as insect larvae, cladocerans and fish, probably due to the
simplicity of its nervous system. Nevertheless considering the wide use of Vertimec® 18 EC
in Brazil and the fact that synergistic effects with other pollutants (other pesticides, metals,
detergents), may occur, the risk of toxicity by Vertimec contamination of surface waters

cannot be totally discarded even to a relatively resistant organism as H. viridissima.

Keywords: abamectin, aquatic ecotoxicology, avermectins, heavy metals, Hydra viridissima,
pesticides, potassium dichromate.
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1. Introdugéo

O género Hydra (Cnidaria, Hydrozoa) é composto por organismos invertebrados
cosmopolitas (Holstein & Emschermann, 1995), usualmente encontrados em varios tipos de
ecossistemas de &gua doce ndo poluidos, tanto l6ticos como Iénticos. Estes invertebrados
geralmente ocorrem associados a uma variedade de substratos, por exemplo, macrofitas
aquaticas flutuantes e submersas, folhas, ramos e troncos de arvores submersas, e até pedras.
Possuem um “design” morfoloégico simples, constituido por um corpo cilindrico com uma
regido de brotamento, um disco pedal adesivo em uma extremidade e uma boca rodeada por
seis a oito tentaculos na outra extremidade (Burnett, 1973).

Alguns aspectos basicos que foram revelados para muitas espécies, relativos ao
desenvolvimento (Slobodkin & Bossert, 2001), a diferenciacdo (Burnett, 1966), a regeneracao
(Bode, 2003, Quin et al., 2009) e a simbiose (Karntanut & Pascoe, 2005, Kovacevic, 2012)
fazem deste, um grupo de interesse geral (Hemmrich et al., 2007) como um modelo para
diferentes tipos de estudos, incluindo os ecotoxicolégicos.

Apenas quatro espécies de Hydra até agora sdo conhecidas ocorrerem no Brasil: H.
viridissima Pallas, 1766, Hydra iheringi Cordero, 1939, Hydra intermedia Wolle, 1978 e
Hydra salmacidis Silveira, Gomes e Silva, 1997. Estes organismos podem ser considerados
como excelentes organismos-teste em bioensaios toxicolégicos, devido a algumas de suas
caracteristicas que incluem: facil cultivo e manutencdo em laboratorio; rapida reproducao
assexuada por brotamento (Muller, 1996), o custo-beneficio e as suas facilmente
reconheciveis mudancas fisicas ao longo do tempo, em resposta a diferentes faixas de
concentracdo de substancias toxicas (Kalafatic, 1997, Trottier et al., 1997, Arkhipchuk et al.,
2006).

Estudos anteriores, usando hidras em testes de toxicidade indicaram sua sensibilidade
a diversos poluentes ambientais, incluindo metais pesados (Holdway, 2001, Karntanut &
Pascoe, 2007, Massaro, 2011), farmacos (Pascoe et al., 2003, Quinn et al., 2009 e Massaro,
2011), efluentes industriais e urbanos (Fu et al., 1991), nanomateriais (Blaise et al., 2008, Yeo
& Kang, 2010, Tino et al., 2011) e também detergentes (Bode et al., 1978, Massaro, 2011).

A espécie de hidra verde H. viridissima € um tipico representante de uma associacao
endossimbionte. Esta espécie contem algas endossimbidticas (Chlorella vulgaris) dentro dos

vacuolos nas células gastrodermais onde estdo protegidas de enzimas digestivas do hospedeiro
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(Muscatine, 1974). Até 20 células de algas podem ser encontradas em uma célula (Gir &
Emschermann, 1995). A alga fotossintética fornece nutrientes, tais como a glucose-6-fosfato
(kelty & Cook, 1976) e maltose (Muscatine, 1965). Embora a avaliacdo dos efeitos toxicos
causados por pesticidas em Hydra tenham sido pouco investigados (EPA, 2007), a espécie H.
viridissima j& foi utilizada como um organismo-teste para avaliar os efeitos toxicoldgicos de
pesticidas (Benson & Boush, 1983, Pollino & Holdway, 1999, Massaro, 2011).

O pesticida Vertimec é usado em todo o mundo em mais de 50 culturas (Syngenta,
2013), incluindo frutas, legumes e plantas ornamentais (MAPA, 2013). Apesar do seu uso
como inseticida, este produto também € indicado para controlar outras pragas, tais como
acaros e nematodeos. O Vertimec tem a abamectina como ingrediente ativo, que é uma
mistura contendo cerca de 80% de avermectina Bla (C4gH72014) € 20% de avermectina B1b
(C47H70014) (Wislocki et al., 1989).

A abamectina, a doramectina e a ivermectina (avermectinas) foram descobertas em
1975 por Merck & Co., Inc (Burg et al., 1979) e sdo produzidas a partir dos produtos da
fermentacdo natural do actinomiceto de solo Streptomyces avermitilis. Apesar da sua baixa
solubilidade em agua, as avermectinas sdo produtos altamente lipofilicos e facilmente
soliveis em muitos solventes organicos (Roth et al., 1993). A Unica diferenca entre a
abamectina e a ivermectina é um radical 22, 23-olefin que ndo esta presente na formulacao da
ivermectina (ha saturacdo nestas posi¢des). Embora as toxicologias destes compostos sejam
também consideradas semelhantes (Fisher & Mrozik, 1992), a ivermectina € conhecida por
ser um pouco menos toxica (Lankas & Gordon, 1989) e, porisso € amplamente utilizada na
medicina veterinaria contra endo e ectoparasitas de animais ndo-domésticos (por exemplo,
bovinos, eqliinos, ovinos, suinos), e como um tratamento profilatico para verminoses em
animais domeésticos (por exemplo, anti-helmintico) (Omura, 2008). Apesar da grande eficacia
da ivermectina como um anti-parasiticida animal, o0 seu uso em medicina humana, tem sido
menos freqiiente, com uma reconhecida excec¢éo, sendo a droga predominantemente utilizada
na prevencdo da oncocercose, uma infeccdo grave em humanos, causada pela filaria do
nematoide Onchocerca volvulus (Fisher & Mrozik, 1992).

O Vertimec ¢ normalmente enquadrado na classe III (“moderadamente téxico”)
(MAPA, 2013). Entretanto, a sua classificacdo quanto ao potencial de periculosidade

ambiental corresponde a classe I, ou seja, uma substancia muito perigosa, altamente
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persistente e extremamente tdxica para microcrustaceos e peixes, afetando organismos ndo-
alvo (Campbell et al., 1989).

O principal modo de acao das avermectinas € sobre o sistema nervoso dos organismos.
Por exemplo, em artropodes e nematddeos, a interagdo com o0s receptores GABAErgicos
presentes na membrana pos-sinaptica estimula o fluxo de ions cloreto para o interior das
célula nervosas causando a interrupgdo dos sinais neurais (Tisler & Erzen, 2006).

A alta eficacia do Vertimec como pesticida agricola é confirmada pelo seu uso em
baixas concentracfes (Syngenta, 2013) e alto nivel de toxicidade para invertebrados do solo
(Nunes & Espindola, 2012) e também para alguns organismos aquaticos ja testados (Braun et
al., 2012, Novelli et al., 2012a). Quanto a sua utilizacdo intensiva, e provavel entrada em
ecossistemas aquaticos, o Vertimec pode representar um sério risco para a biota aquética e,
possivelmente, também para a saude humana.

Neste estudo nos objetivamos testar a hipotese de que o Vertimec é altamente toxico
para 0s componentes da biota de 4gua doce usando a espécie de invertebrado H. viridissima

como um organismo-teste em ensaios experimentais de laboratorio.

2. Materiais e métodos

2.1. Organismo-teste

Espécimes de H. viridissima foram coletados em tanques de concreto externos,
localizados na Reserva Experimental do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da
Universidade Federal de Séo Carlos (SP, Brasil). Os organismos estavam associados as folhas
da espécie de macrdéfita aquatica submersa Cabomba aquatica e também com as raizes de
duas espécies flutuantes (Salvinia sp e Lemna sp). Os espécimes pertencentes as espécies de
macrofitas mencionadas anteriormente foram amostrados, armazenados em baldes de plastico
atdxico com a agua do tanque e transportadas para o laboratério.

No laboratério, as macrofitas foram colocadas em bandejas de plastico atdxico
contendo 4gua reconstituida (ABNT, 2004). Uma pisseta (também contendo agua
reconstituida) foi usada para lavar as macrdfitas, dissociando assim os organismos. As hidras
foram, em seguida, individualmente coletadas com o auxilio de pipetas Pasteur (de

polietileno, com a boca larga) e transferidas para béqueres de vidro (Figura 1).
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Figura 1. Exemplares de Hydra viridissima associados as folhas da espécie de macrofita aquatica
submersa C. aquatica (a) e aderidos na parte inferior de uma bandeja de pléstico atdxico (b) apos a sua
dissociacdo das macréfitas que foram lavadas com auxilio de uma pisseta (também contendo agua
reconstituida).

As populagdes de H. viridissima cresceram e foram mantidas em béqueres de vidro de
200 mL contendo agua doce reconstituida (ABNT, 2004). O meio foi preparado dissolvendo-
se 0,03 g L™ de CaS0O,. 2H,0; 0,061 g L™ de MgS0,.7H,0; 0,048 g L™ de NaHCO; e 0,002 g
L de KCI em um litro de 4gua destilada. O meio tinha uma dureza total equivalente a 40 - 48
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mg de CaCOs L™, uma faixa de pH entre 7,2 - 7,6 e condutividade elétrica de 160 uS cm™. Os
cultivos foram mantidos sob condic¢des controladas a 25 = 2 °C, sob uma intensidade
luminosa de 800 lux, fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro, com densidades abaixo de 100
individuos por unidade de cultivo (200 mL).

Trés vezes por semana, aproximadamente, quatro neonatos da espécie de cladocero
Ceriodaphnia silvestrii foram fornecidos como alimento para cada hidra (Massaro, 2011). A
troca da agua e a limpeza dos cultivos foram realizadas duas vezes por semana. As culturas de
C. silvestrii foram mantidas e cultivadas de acordo com protocolos da ABNT (2005), em
béqueres de vidro com 2L de &gua reconstituida. As culturas foram mantidas a 25 + 2 °C, sob
uma fonte de luz de 800 lux, com um fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro. Antes de serem
utilizados nos testes de toxicidade, os individuos permaneceram em aclimatacdo durante um

intervalo de tempo de no minimo sete dias.

2.2 Testes de toxicidade aguda

Para avaliar as condi¢6es fisiologicas dos organismos-teste, eles foram testados quanto
a sensibilidade a substancia toxica de referéncia dicromato de potassio (K,Cr,O7) nas
concentracdes nominais de: 1,0; 2,5; 4,0; 5,5 e 7,0 mg L™. Os resultados foram calculados
utilizando-se 0 método Trimmed Spearman-Karber, expresso como CL50 - 96h (Hamilton et
al., 1977). O dicromato de potéssio foi escolhido como substancia de referéncia, em funcao da
sua utilizacdo em ensaios toxicologicos anteriores realizados por Aguilar et al. (2002) e
Massaro (2011) e também pelo seu amplo uso ao redor do mundo como substancia de
referéncia.

Os testes de toxicidade aguda definitivos com o pesticida Vertimec foram realizados
nas seguintes concentracdes nominais: 0,012; 0,024; 0,048; 0,096; 0,19 e 0,38 mL L-'. Estas
concentracdes foram estabelecidas por meio da realizacdo de testes preliminares, a fim de
determinar as mais baixas concentracfes em que 100% dos organismos-teste morreram e a
concentracdo mais elevada em que 100% dos organismos-teste sobreviveram e ndo mostraram
qualquer efeito observavel. Os testes tiveram 96h de observacdo para toxicidade aguda,
durante o qual os organismos vivos remanescentes foram contados nos intervalos de tempo de
24, 48, 72 e 96 horas.

Em ambos os testes de toxicidade foram utilizados quatro individuos adultos (com

aproximadamente 2,5 milimetros de comprimento, mantidos sem alimentacdo durante 24h, e
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sem a presenca de brotos) para cada uma das quatro repeti¢es de cada tratamento. A agua
utilizada para preparar as dilui¢Oes e o tratamento controle foi a mesma utilizada como meio
nos cultivos, como anteriormente descrito.

Os testes de toxicidade foram realizados em placas de cultura celular (12 x 8 cm) com
12 pocos. O volume de 4 mL das solugdes-teste foi colocado em cada poco. Os testes foram
mantidos sob as mesmas condi¢cbes de temperatura, como descrito anteriormente para o
cultivo da hidra verde. Os organismos foram mantidos no escuro e sem alimentacdo durante
as 96h de exposicao ao pesticida. A dureza total, a condutividade elétrica, a temperatura e 0
pH da &gua foram medidos no inicio e no final de cada ensaio de toxicidade.

Observac0es foram realizadas apds 24, 48, 72 e 96h, e cada organismo foi classificado
de acordo com as alteracBes morfoldgicas no seu corpo e tentaculos (por exemplo, tentaculos
com bulbo, corpo encurtado, fase de tulipa, desintegrado), utilizando um microscopio
estereoscopico (60x). As modificacdes graduais na morfologia das hidras foram observadas e
pontuadas em uma escala de 10 (tentaculos alongados e corpo normal) a 0 (desintegrado),
conforme elaborada por Wilby (1988) e adaptada neste estudo para a espécie H. viridissima
(Tabela 1 e Figura 2). Pontuacdes variando entre 10 e 6 foram consideradas sub-letais e
reversiveis, enquanto na fase de tulipa (ou qualquer pontuacdo inferior a 5) as alteracdes
foram consideradas irreversiveis e utilizadas como pardmetro para a letalidade (Blaise &
Kusui, 1997). De acordo com o numero total de individuos afetados nos niveis sub-letais e
letais, foi possivel calcular os valores de CL50 e CE50 a cada 24 horas de exposicao,
respectivamente, utilizando o método estatistico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al.
1977).

Morfologia de Hydra- Toxicidade para a fase de pélipo

T v s ' .

Normal Perda gradativa da toxicidade Perda da osmoregulagao Estagio terminal

Tentéculos Parcialmente Tentéaculos
estendidos, contraido, com bulbo
corpo reativo reagoes lentas

Tentaculos Tentéculos Sutilmente ou Sutilmente Expandido, Expandido, Expandido, Desintegrada
encurtados e corpo totalmente ou totalmente tentéaculos tentaculos tentaculos nao
encurtado contraido, contraido, visiveis nao visiveis visiveis

tentéculos tentéculos

Corpo sutilmente

contraido visiveis nao visiveis

Score 10 Score9 Score 8 | Score 7 Score 6 Score 5 Score 4 Score 3 Score 2 Score 1 Score 0

Figura 2. Resposta das hidras a toxicidade baseada nas alteragdes morfologicas de acordo com a
descricdo e pontuagdo (score) (0 - 10) elaborada por Wilby (1988) e adaptada neste estudo para o
organismo-teste Hydra viridissima.
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Table 1. Esquema classificatorio das respostas das hidras a toxicidade baseado nas alteracfes morfoldgicas e
respectivas pontuacdes (scores) (10-1), como idealizado por Wilby (1988) e adaptado no presente estudo para o
organismo-teste Hydra viridissima.

Morfologia (Wilby, 1988) adaptada para o

Morfologia Score Morfologia (Wilby, 1988 ; T
9 gia (Wilby ) organismo-teste Hydra viridissima
Normal 10 Tentaculos estendidos, corpo reativo Tentaculos estendidos, corpo reativo
9 Parcialmente contraido, reagdes lentas Parcialmente contraido, reagdes lentas
Tema&ng com 8 Tentaculos com bulbo, corpo sutiimente contraido Tentaculos com bulbo, corpo sutilmente contraido
7 Tentaculos encurtados, corpo sutiimente contraido Tentaculos encurtados, corpo sutiimente contraido
Tentéculos 6
curtos Tentaculos e corpo encurtado Tentaculos e corpo encurtado
Tulipa 5 Totalmente contraido, tentaculos visiveis Sutilmente ou totalmente contraido, tentaculos visiveis
4 . . o ; . . .
Totalmente contraido, tentaculos néo visiveis Sutilmente ou totalmente contraido, tentaculos n&o
visiveis
Perda da 3
regulagdo Expandido, tentaculos visiveis Expandido, tentaculos visiveis
2 Expandido, tentaculos néo visiveis Expandido, tentaculos néo visiveis
1 Morto mas intacto Morto mas intacto
Desintegragéo 0 Desintegrada

Desintegrada

3. Resultados e discussao

3.1 Toxicidade aguda do dicromato de potassio para H. viridissima

Durante o periodo experimental, as premissas para a utilizacdo dos organismos-teste
em ensaios ecotoxicoldgicos foram satisfeitas, como evidenciado pela sensibilidade dos
individuos da espécie H. viridissima cultivados em laboratorio para a substancia de referéncia
dicromato de potassio. A CL50 - 96h obtida para H. viridissima no teste de sensibilidade
realizado foi de 5,03 mg L™, dentro da faixa de sensibilidade previamente estabelecida a partir
de testes laboratoriais rotineiros (4,25 - 6,27 mg L™) (Tabela 2). Nos ensaios de toxicidade

aguda com dicromato de potassio, 0 pH medido das solucdes-teste permaneceu dentro do
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intervalo 7,04 - 7,55 e ndo variou mais de uma unidade para cada teste. A condutividade
elétrica variou entre 133,3 e 153,8 uS cm™ e a concentragdo de oxigénio, variou entre 6,0 e
7,7 mg L™ Os valores da dureza da 4gua nas solucBes-teste variaram entre 40 e 48 mg de
CaCOjs L™, Estes resultados confirmam a estabilidade e também a viabilidade dos testes de
toxicidade realizados.

Em todos os testes de toxicidade realizados com a espécie H. viridissima, todos os
individuos presentes no controle apresentavam condi¢cdes morfolégicas normais apos as 96
horas de exposicdo ao metal testado (cromo). Ao final dos testes de toxicidade, 0s organismos
expostos a concentracdo de 1.0 mg L™ de K,Cr,O; estavam, na sua maioria, normais (score 9
e 10), e poucos apresentavam seus tentaculos com bulbos (score 8). J& na concentracdo de 2,5
mg L™, foi observado que a maioria dos organismos apresentava os tentaculos com bulbos ou
encurtados (scores 7 e 6 respectivamente), sendo que alguns ja estavam na fase de tulipa
(score 5) e poucos encontravam-se desintegrados (score 0). Na concentragdo de 4,0 mg L™,
foi observado que 0s organismos encontravam-se com 0 corpo e os tentaculos curtos (score 6
) e na fase de tulipa (scores 4 e 5), e apenas alguns estavam desintegrados. Dos individuos
expostos & concentracdo de 5,5 mg L™ de K,Cr,07, a maior parte se encontrava com 0 COrpo e
tentaculos encurtados (score 6 ) ou em estado de tulipa (com predominancia de individuos
classificados como scores 4 e poucos individuos de acordo com o score 5), poucos
desintegrados, enquanto que na concentracdo mais elevada (7,0 mg L™) grande parte dos
organismos estavam desintegrados, sendo que poucos ainda permaneciam em estado de tulipa
(no score 4).

Os valores de CE50 e CL50, assim como seus intervalos de confianga, foram
calculados para cada teste com H. viridissima, a cada 24 horas, como pode ser observado nas
Tabelas 2 e 3. No célculo da CE50 foram considerados todos 0s organismos que
apresentavam algum tipo de alteracdo morfologica reversivel ou irreversivel, ou seja, 0s
efeitos sub-letais e letais. No calculo da CL50 foram considerados apenas 0s organismos
representativos dos scores 5, 4 e 0 (estado de tulipa e os desintegrados) ja que ndo foi
observada a presenca de alteracGes morfoldgicas ocasionadas pela perda da regulacdo
osmatica (scores 3 e 2) assim como a presenca de organismos em estagio terminal porem nédo

desintegrados (score 1).
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Tabela 2. Valores da concentrago efetiva mediana (CE50 mg L™) para o dicromato de potéassio (K,Cr,0), a
cada 24 horas, e 0s respectivos intervalos de confianca (IC - 95%) para cada teste de toxicidade aguda com
Hydra viridissima. NC = ndo calculavel; INC = intervalo ndo confiavel; CV = coeficiente de variacao.

Teste CEx,-24h(1C-95%) CEx,-48h (IC-95%) CEx,-72h (IC-95%) CEx-96h (IC-95%)
1 NC 3,14(2,62-3,76) 1,65 (1,44-1,89) 1,88(1,62-2,18)
2 6,36 (5,56-7,26) 2,90(2,59-3,25) 2,44(2,06-2,88) 1,96(1,67-2,31)
3 2,25 (1,72-2,94) 2,24(1,88-2,66) 2,05 (1,73-2,43) 2,55 (2,17-2,99)
4 2,44 (1,62-3,67) 2,31(1,88-2,84) 2,05(1,73-2,43) 1,68(1,22-2,32)
5 1,36(1,04-1,77) 1,36( 1,04-1,77) 1,72(1,54-1,93) 2,17(1,69-2,78)
6 NC 1,65(1,33-2,03) 1,72(1,54-1,93) 1,88(1,62-2,18)
7 NC 3,67(3,26-4,12) 2,10(1,77-2,50) 1,58(INC)

Média 3,1 2,47 1,88 1,95

Desvio Padréao 2,22 0,82 0,3 0,32
CV (%) 71,62 33,32 16,26 16,52
Os valores médios da CE50-24h, CE50-48h, CE50-72h e CE50-96h foram,

respectivamente, 3,10; 2,47; 1,88 e 1,95 mg L™ de K,Cr,07, enquanto que os valores médios da

CL50, exceto para 24h quando ndo foi possivel o célculo, foram de 5,01; 6,01 e 5,17 mg L™ de
K2Cr,0O7 (CL50-48h, CL50-72h e CL50-96h, respectivamente).

Tabela 3. Valores da concentracdo letal mediana (CL50 mg L™) para o dicromato de potéssio (K,Cr,0O-), a
cada 24 horas, junto com os intervalos de confianca (IC - 95%) de cada teste de toxicidade aguda com Hydra

viridissima. NC = ndo calculavel; INC = intervalo ndo confidvel; CV = coeficiente de variacao.

Teste CLsg-24h(1C-95%) CLso-48h (IC-95%) CLso-72h (IC-95%) CLgp-96h (1C-95%)
1 NC NC 5,29(4,86-5,75) 4,25(3,90-4,63)
2 NC NC 7,0(INC) 5,27(4,76-5,84)
3 NC NC NC 6,27(5,99-6,57)
4 NC 6,72(5,88-7,69) 6,06(5,35-6,86) 4,50(3,82-5,31)
5 NC NC 6,46(6,02-6,93) 4,62(4,27-5,01)
6 NC 1,65(1,33-2,03) NC 6,27(5,99-6,57)
7 NC 6,67(5,70-7,80) 5,26(4,78-5,79) 5,03(4,69-5,41)
Média NC 5,01 6,01 5,17
Desvio Padréao NC 2,91 0,75 0,82
CV (%) NC 58,1 12,51 15,87

Observou-se gque os valores de EC50 diminuiram ao longo das 72 horas, tendo um
pequeno aumento em 96 horas, revelando um aumento da toxicidade do dicromato de potassio
para H. viridissima em fun¢éo do tempo de exposi¢do dos organismos (Figura 3).
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Figura 3. Mudancas nos valores da concentracdo efetiva e
da concentracdo letal média (CE50 e CL50, mg L™) para o
dicromato de potassio (K,Cr,0O-), durante 96h, nos testes de
toxicidade aguda realizados com Hydra viridissima.

Em relacdo aos valores da CL50 foi possivel observar uma variacdo ao longo das 96
horas, sendo que houve uma diminuicdo no valor da CL50 48 a 72h, indicando um aumento
da toxicidade seguido de um pequeno aumento no valor da CE50 no intervalo entre 72h - 96h
com uma possivel diminuigdo na toxicidade (Figura 3).

A Figura 4 mostra o aumento da mortalidade de H. viridissima como resposta ao
aumento da concentracdo de dicromato de potassio. Altos valores de mortalidade (56,25 e
87,5%) foram observados a partir das concentracdes 5,5 e 7,0 mg L™ de dicromato de

potassio, respectivamente.
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Figura 4. Curva Dose-resposta (porcentagens médias de
mortalidade e desvios-padréo) para a espécie Hydra viridissima
obtida dos testes de toxicidade aguda com dicromato de
potéssio com 96h de tempo de exposicao.

No presente estudo, o dicromato de potassio foi escolhido como a substancia de
referéncia devido a sua utilizacdo prévia em testes de toxicidade realizados por Zagatto
(1988), Aguilar et al. (2002), Freitas (2009), Coelho e Rocha (2010) e Massaro (2011), e
também por ser amplamente utilizado no mundo todo como substancia de referéncia
(Environment Canada, 1990). Em relacdo a resolugdo CONAMA 357 (Brasil, 2005), que
estabelece um limite maximo de 0,05 mg L™ de cromo em corpos d'4gua pertencentes as
classes 1 e 2, os resultados permitem afirmar que a concentracdo limite maxima aceitavel para
0 cromo é adequada para a protecdo da espécie H. viridissima.

NOs observamos um aumento da toxicidade para o dicromato de potassio nos
espécimes de H. viridissima, considerando o tempo de exposicdo. A faixa de sensibilidade de
H. viridissima para o dicromato de potassio, em relacdo a CE50 - 96h, variou entre 1,68 e
2,55 mg L™ (com um valor médio de 1,95 mg L™), enquanto que a faixa de sensibilidade
estabelecida para esta espécie, considerando o valores da CL50 - 96h, variaram entre 4,25 -
27,6 mg L™ com uma média CL50 - 96h de 5,17 mg L™. Estes valores sdo similares aos
resultados obtidos por Massaro (2011) (média CL50 - 96h = 3,55 mg L™ K,Cr,0O;) também

utilizando H. viridissima como organismo-teste.
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Nossos resultados tambem s&o semelhantes aos valores registrados para a espécie H.
attenuata em investigagdes conduzidas por Aguilar et al. (2002), que encontrou uma faixa de
sensibilidade desta espécie ao dicromato de potéssio correspondente a 5,22 e 7,26 mg L™,
com um valor médio para CL50 - 96h de 6,25 mg L™ de K,Cr,0-, e Jardim et al. (2005), que
obteve uma CL50 - 96h média de 6,5 mg L™ também para o dicromato de potassio. Além
disso, o organismo-teste utilizado no presente estudo (H. Viridissima) é mais sensivel ao
dicromato de potassio do que algumas espécies de Diptera, tais como Chironomus tentans,
para qual o valor da CE50 - 48h de dicromato de potassio foi igual a 11,8 mg L™ (Khangarot
& Ray, 1989) e da espécie C. sancticaroli também utilizada como organismo-teste nos testes
de toxicidade realizados por Almeida (2002) para o qual o valor médio da CL50 - 96h foi de
7,12mg L™

3.2 Toxicidade Aguda do Vertimec para Hydra viridissima

As principais condicfes fisicas e quimicas das solugfes-teste durante os testes de
toxicidade realizados com o Vertimec foram monitoradas no inicio e no final de cada teste. O
pH das solugdes-teste manteve-se dentro do intervalo de 7,1 - 8,1 e também néo variou mais
do que 1,0 unidade em qualquer ensaio. A condutividade elétrica variou entre 114,6 e 290,0
uS cm™, a concentracdo de oxigénio entre 6,3 e 6,8 mg L™ e a dureza da agua entre 44 e 46
mg CaCO; L™.

Nos testes de toxicidade realizados com o organismo-teste H. viridissima, todos 0s
organismos do controle e também aqueles expostos as concentracdes de 0,012 e 0,024 mL L™
de Vertimec foram classificados como normais (scores 9 e 10) ap6s as 96 horas de exposicao
(embora alguns efeitos sub-letais, scores 7 e 8, tenham sido observados em poucos individuos
no inicio destes ensaios, com 24 e 48h de exposicdo). Em relacdo aos organismos expostos a
concentracdo de 0,048 e 0,096 mL L™ do pesticida, apesar de ap6s 96 horas de exposicio
muitos destes ainda apresentassem caracteristicas morfoldgicas dentro dos padrdes
considerados para normalidade, muitos ja apresentavam seus tentaculos com bulbos ou curtos
(scores 8 e 7, respectivamente), principalmente no inicio dos testes. Ja nas concentracfes de
0,192 e 0,38 mL L™ de Vertimec, apés 96 horas de exposicdo, observou-se que praticamente
todos os organismos ja estavam na fase de tulipa (scores 4 e 5) ou desintegrados (score 0),
com excecdo de poucos individuos que ainda apresentavam efeitos sub-letais (corpo e

tentaculos encurtados, score 6). Considerando 0s organismos expostos as trés concentraces
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intermedidrias do pesticida testado, 0,024, 0,048 e 0096 mL L™, processos regenerativos dos
tentdculos dos mesmos (por exemplo, a transformacdo de tentaculos curtos, score 7, em
tentaculos com bulbo, score 8) foram observados e indicam uma possivel degradacdo do
pesticida e reabilitacdo de alguns organismos no decorrer do teste de toxicidade. No presente
estudo ndo foram observadas as alteragdes morfoldgicas relacionadas a perda de regulacdo
osmatica (scores 2 e 3) e estdgio terminal com o corpo intacto (score 1). Os efeitos letais
comecaram a ser registrados a partir da Gltima concentragdo mencionada ap6s 96 horas de
exposicdo. Os valores de CE50 e CL50 para o pesticida Vertimec, assim como 0s respectivos
intervalos de confianca, foram calculados para cada teste com a espécie H. viridissima, a cada

24h, como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Valores da concentracio efetiva mediana (CE50 mL L™) para o pesticida Vertimec, a cada 24h, com
os respectivos intervalos de confianga (IC - 95%) de cada teste de toxicidade aguda com Hydra viridissima.
NC = ndo calculavel; INC = intervalo ndo confidvel; CV = coeficiente de variacao.

Teste CE50-24h(1C-95%) CE50-48h (1C-95%) CE50-72h (1C-95%) CE50-96h (IC-95%)
1 0,06 (0,05 - 0,08) 0,06 (0,05 - 0,07) 0,08 (0,07 - 0,10) 0,09 (0,07 - 0,11)
2 0,08 (0,07 - 0,11) 0,07 (0,05 - 0,09) 0,08 (0,06 - 0,10) 0,07 (0,06 - 0,09)
Média 0,07 0,06 0,08 0,08
Desvio Padrao 0,01 0,01 0 0,01
CV (%) 7 12 0 18

Para o calculo dos valores de CE50, foram considerados todos 0s organismos que
apresentaram algum tipo de modificacdo morfologica, ou seja, os efeitos subletais e letais, e
no célculo da CL50 foram considerados apenas 0s organismos em estado de tulipa (score 4 e

5) e os desintegrados (score 0), ou seja, 0s que apresentavam efeitos letais.

Tabela 5. Valores da concentragio letal mediana (CL50 mL L™) para o pesticida Vertimec, a cada 24h, com
os respectivos intervalos de confianga (IC - 95%) de cada teste de toxicidade aguda com Hydra viridissima.
NC = ndo calculdvel; INC = intervalo ndo confiavel; CV = coeficiente de variacao.

Teste CLsp-24h(1C-95%) CLs-48h (1C-95%) CLso-72h (IC-95%) CLsp-96h (IC-95%)
1 0,25 (0,22 - 0,28) 0,22 (0,18 - 0,25) 0,18 (0,15 - 0,22) 0,14 (0,12 - 0,16)
2 0,14 (0,12 - 0,15) 0,22 (0,18 - 0,25) 0,19 (0,16 - 0,23) 0,14 (0,12 - 0,15)
Média 0,19 0,22 0,18 0,14
Desvio Padréo 0,08 0 0,01 0
CV (%) 40 0 5 0

Os valores medios da CES50-24h, CES50-48h, CES50-72h e CES50-96h foram,
respectivamente, de 0,07; 0,06; 0,08 e 0,08 mL L™ de mL L™ para o Vertimec, enquanto que
os valores médios da CL50 foram de 0,19; 0,22; 0,18 e 0,14 mL L™ (CL50-24h, CL50-48h,

CL50-72h e CL50-96h respectivamente). A partir dos valores de EC50 foi possivel observar
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uma variacdo ao longo das 96 horas, sendo que houve uma diminui¢cdo do valor quando

completadas as 48h de exposi¢cdo dos organismos ao pesticida, indicando um aumento na

toxicidade. Depois de 72h a toxicidade ficou estavel até ao final do experimento, em 96 horas

(Figura 5).
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Figure 5. Mudancas nos valores da concentracao
efetiva e letal média (CE50 e CL50, mL L™) para o

pesticida Vertimec durante 96h,
toxicidade aguda realizados com Hydra viridissima.

nos testes de

Em relacdo aos valores da LC50, os resultados evidenciaram um decréscimo dos

valores para 72 e 96 h de exposicao, indicando um aumento da toxicidade do Vertimec para

H. viridissima em funcdo do tempo de exposicao (Figura 5). Altos valores de mortalidade (91

e 100%) foram registrados para as concentragdes de 0,19 e 0,38 mL L™ de Vertimec,

respectivamente (Figura 6).
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em testes de toxicidade aguda com a espécie Hydra
viridissima como organism-teste.

Os pesticidas tém um papel importante no aumento da produtividade agricola atuando
como controle quimico de pragas, tais como muitas espécies de artropodes. No entanto, seu
uso indiscriminado pode causar varios problemas que sdo motivos de grande preocupacao
hoje em dia, principalmente em relacdo a salde humana e conservacdo da biodiversidade.
Neste trabalho, decidimos usar Vertimec como um tdxico, principalmente, pelo uso intensivo
(Nunes & Espindola, 2012), e provavel entrada em ecossistemas aquéaticos, o que poderia
representar um grave risco para a biota aquatica. Além disso, o pequeno numero de
investigacOes sobre a toxicidade e os efeitos causados por pesticidas para a Hydra (USEPA,
2007), reforcaram a nossa escolha.

A semelhanca dos resultados obtidos para o dicromato de potassio, também
observamos um aumento da toxicidade do Vertimec em espécimes de H. viridissima em
relacdo ao tempo de exposicdo. A faixa de sensibilidade de H. viridissima para este pesticida,
em relagéo & CE50 - 96h variou entre 0,07 e 0,09 mL L™ (com um valor médio de 0,08 mL de
L), enquanto que a faixa de sensibilidade estabelecida para esta espécie, considerando os
valores da CL50 - 96h, foi de 0,14 mL de L-1 (com um valor médio de 0,14 mL de L-1) de

Vertimec. Estes valores médios obtidos para a CL50 e CE50 representam uma concentragdo
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nominal de abamectina de 1,44 e 2,52 mg L. Comparando-se estes resultados com os
registros obtidos para C. sancticaroli e Girardia tigrina (ver capitulos 1 e 4): a CL50 - 96 h
média foi de 0,54 10° e 0,03 mL L™ para Vertimec respectivamente, o que corresponde a uma
concentracdo nominal de abamectina de 97 ng L™ e 494 pg L™, respectivamente. Observa-se
que H. viridissima foi menos sensivel e menos adequada para a avaliacdo dos efeitos toxicos
do Vertimec e, assim, para garantir um nivel adequado de protecdo a biota aquatica. Embora
as mudancas progressivas que observamos usando a escala Wilby tenham vantagens sobre
outros parametros convencionais (como letalidade), sendo mais sensiveis, 0s resultados do
presente estudo indicaram que baixas concentragdes de abamectina ndo podem representar
riscos para H. viridissima de acordo com os parametros utilizados.

Investigacdes anteriores realizadas para avaliar os efeitos do Vertimec em organismos
aquaticos utilizando organismos-teste como a espécie de peixe Danio rerio (Mendes, 2011),
os claddceros Ceriodaphnia dubia (Braun et al., 2012) e Daphnia similis (Braun et al. e
Novelli et al., 2012) também obtiveram resultados que mostraram efeitos de elevada
toxicidade para estas espécies, mesmo em baixas concentracdes: a CL50 - 48h média de
abamectina para D. rerio foi de 85,32 mg L™ ; para C. dubia os autores n&o calcularam a
concentracdo de inibicdo, porque as concentracOes testadas para este pesticida foram letais,
evitando a reproducdo; a CE50 - 48h média para D. similis foi de 554 e 3,91 mg L™,
respectivamente. Portanto, estes dados da literatura sugerem que H. viridissima é bastante
resistente ao Vertimec considerando o seu ingrediente ativo, a abamectina.

Embora a atividade antiparasitaria das avermectinas tenha sido descrita em 1979 (Burg
et al., 1979), o seu mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado. A principal
dificuldade em identificar o seu modo de acdo esta relacionada com a acdo deste pesticida em
varios sitios de ligacdo, e também a variedade de organismos testados e, portanto, diferentes
sensibilidades (Turner & Schaeffer, 1989). O sistema nervoso das hidras é uma rede de
nervos, o que é estruturalmente simples quando comparado aos de sanguessugas (anelideos) e
insetos (artrépodes) que tém um cérebro mais complexo, incluindo corddes nervosos ventrais
que consistem de ganglios (o arranjo dos neurdnios é compartimentado) (Ruppert & Barnes,
1994) e sdo mais suscetiveis a acdo abamectina. Por exemplo, em insetos e crustaceos, o
mecanismo de acdo das avermectinas consiste na inducdo de paralisia dos musculos tonicos e
imobilizacdo como uma consequliéncia da ligacdo do sitio deste pesticida com os receptores

GABAGérgicos, ativando os canais de cloreto na membrana pds-sinaptica.
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Portanto, a menor sensibilidade da H. viridissima a abamectina é apenas um reflexo de

um sistema nervoso relativamente mais simples nestes cnidarios.
4. Conclusoes

Considerando a importancia de se conhecer a sensibilidade de cada componente da
biota aquatica, podemos concluir que o pesticida Vertimec ndo € altamente toxico para
H.viridissima (CE50 e CL50 - 96h correspondentes a 0,08 e 0,14 mL de L™ respectivamente)
como € para outros organismos-teste, tais como larvas de insetos, cladoceros e peixes e que
outros organismos-teste com o sistema nervoso mais desenvolvido devem ser usados em
testes visando avaliar a toxicidade deste pesticida em especifico.

No entanto, considerando a ampla utilizacdo do Vertimec no Brasil e o fato de que
outros pesticidas estdo sendo usados simultaneamente e que existem efeitos sinérgicos com
outros poluentes (outros pesticidas, metais, detergentes), o risco de toxicidade pela
contaminacdo causada por Vertimec em de aguas superficiais ndo pode ser totalmente

descartado, mesmo para um organismo relativamente resistente como H. viridissima.
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Capitulo 4

Toxicidade aguda do pesticida Vertimec® 18 CE & espécie de agua doce

Girardia tigrina (Platyhelminthes, Turbellaria)

Resumo

Os pesticidas sdo produtos quimicos sintéticos amplamente utilizados na agricultura e que tém
acdo seletiva sobre os organismos-alvo com o objetivo de reduzir os seus efeitos indesejaveis
para algumas culturas. Uma possivel conseqliéncia das suas propriedades toxicas € o risco
para 0s organismos ndo-alvo que também podem também ser afetados na area de aplicacdo do
produto devido a disseminacdo ndo intencionais ou mesmo em areas distantes devido ao uso
excessivo ou pelo tipo de aplicacdo utilizado. No presente estudo a espécie de agua doce
Girardia tigrina foi escolhida como organismo-teste para avaliar a toxicidade aguda do
pesticida Vertimec® 18 CE, amplamente utilizado em todo o mundo em terras agricolas, a fim
de proteger muitas culturas da herbivoria dos insetos. Estes organismos sdo conhecidos por
serem sensiveis a muitos poluentes ambientais. Planarias recém nascidas (organismos com no
maximo de sete dias de idade e 48h sem alimentacdo) foram expostas ao Vertimec nas
seguintes concentracdes: 0,015; 0,020, 0,025, 0,030, 0,035 e 0,040 mL L™, durante 96h. Os
valores estimados para a CL50 variaram ao longo das 24 a 96 h de duracdo dos testes,
variando de 0,0275 - 0,040 mL L, respectivamente. Os resultados demonstraram que o
pesticida Vertimec causa mortalidade dependente da dose, e também mortalidade dependente
do tempo de exposicdo, em comparacdo com o controle. Este pesticida é toxico para a espécie
G. tigrina mesmo quando utilizado em baixas concentracdes (em microgramas) de
abamectina presente no produto comercial, portanto, indicando que o produto representa um
risco consideravel para os invertebrados aquaticos, como os organismos ndo-alvo e, portanto,

tambem para o normal funcionamento dos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: abamectina, ecotoxicologia aquatica, Girardia tigrina, organismos ndo-alvo,

pesticidas.
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Abstract

Pesticides are synthetic chemical products largely used in agricultures and that have selective
action on target organisms aiming to reduce their undesirable effects for some crops. A
possible consequence of their toxicity properties is a risk that non-target organisms can also
be affected in the area of application of the product or due to non-intentional dissemination or
even in distant areas due to excessive use or the type of application used. In the present study
the freshwater species Girardia tigrina was selected as test-organism to evaluate the acute
toxicity of the pesticide Vertimec® 18 EC, world widely used in agricultural lands in order to
protect many crops from insect herbivory. These organisms are known to be sensible to many
environmental pollutants. Neonate planarians (organisms with a maximum of seven days age
and 48 h without feeding) were exposed to the Vertimec® 18EC following concentrations:
Control; 0.015; 0.020; 0.025; 0.030; 0.035 e 0.040 mL L™, during 96 hours. The estimated
values of LCs varied along the 24 to 96 h test duration, varying from 0.0275 to 0.04 mL L™,
respectively. The results have shown that the pesticide Vertimec® 18 EC cause dose-
dependent mortality and also time dependent mortality related to the exposure time, as
compared to the control. This pesticide is toxic to the species Girardia tigrina even when low
concentrations (in micrograms) of abamectin present in the commercial product, therefore
indicating that it does represent a considerable risk to aquatic invertebrates as non-target

organisms and therefore also to the normal functioning of aquatic ecosystems.

Key words: abamectin, aquatic ecotoxicology, Girardia tigrina, non-target organisms,
pesticides.
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1. Introduction

Os pesticidas constituem um grupo de compostos artificialmente sintetizados e usados
com o objetivo de aumentar a produtividade agricola controlando pragas e patdgenos.
Contudo, a utilizagdo desses compostos na agricultura pode ocasionar a contaminacdo das
aguas superficiais e subterrdneas via escoamento superficial, lixiviagdo ou via bacia de
drenagem (Cerejeira et al., 2003, Tariq et al., 2007).

Quando esses compostos atingem o ambiente aquatico podem causar uma grande
variedade de efeitos adversos sobre as comunidades aquéticas e, especialmente, sobre
espécies nao-alvo (Feldhaus et al., 1998). Sua degradacdo é geralmente baixa 0 que pode
torna-los agentes de toxicidade em longo prazo. Entre os muitos pesticidas utilizados no
Brasil e também em outros paises, o uso do Vertimec® 18 CE, uma formulagdo comercial da
abamectina, um produto largamente utilizado para controle de pragas nas culturas de frutas,
legumes e plantas ornamentais (MAPA, 2013) pode ser apontado como um motivo de
preocupacdo. Este pesticida tem a abamectina como ingrediente ativo, a qual consiste de uma
mistura contendo cerca de 80% de avermectina Bla e 20% de avermectina Blb, representada
pelas respectivas formulas: C47H70014 € CagH72014 (Wislocki et al., 1989).

As avermectinas (por exemplo, abamectina, doramectina, ivermectina) séo produzidas
a partir dos produtos de fermentacdo natural do actinomiceto de solo, Streptomyces
avermitilis, que foi descoberto em 1975 pela Merck & Co., Inc (Burg et al., 1979). De acordo
com MAPA (2013), a classificacdo toxicologica oficial do Vertimec é na classe IlI
("moderadamente toxico"). No entanto, a sua classificagdo como potencial de perigo
ambiental estd na classe Il, ou seja, uma substancia muito perigosa, altamente persistente e
extremamente tdxica para microcrustaceos e peixes, afetando os organismos ndo-alvo
(Campbell, 1989). Além do seu perigo para 0 ambiente, estes compostos sdo facilmente
sollveis em muitos solventes organicos e também considerados altamente lipofilicos. Devido
ao seu carater lipofilico sua distribuigdo no solo é limitada (Kolar et al., 2008).

Apesar da existéncia de trabalhos na literatura abordando os efeitos de pesticidas sobre
insetos e organismos superiores, ha uma escassez comparativa de informacfes semelhantes
sobre as formas de vida mais simples, como os Platyhelminthes.

As planérias sdo habitantes de ecossistemas de agua doce, sendo amplamente

distribuidos desde o Atlantico até o Pacifico nos Estados Unidos, Canada, Brasil, Japdo e
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Alemanha. Algumas espécies sdo cosmopolitas, sendo encontradas em riachos, lagos e &reas
alagadas associadas as raizes e folhas das macréfitas ou debaixo de pedras nas margens dos
rios (Bruzon, 2010). Os individuos tém simetria bilateral, corpo longo e achatado com a boca
e a faringe dispostas na regido mediana ventral do corpo. Sua reproducdo pode ser sexuada ou
assexuada por biparticdo simples (Kenk, 1944, Kawatsu et al., 1995).

A abundancia de planarias em muitos habitats de &gua doce e a facilidade e baixo
custo para manutencdo destes organismos em laboratdrio, juntamente com o fato de que eles
tém respostas consistentes para diversos tratamentos experimentais, torna as espécies de
Turbellaria um grupo com grande potencial para estudos ecotoxicoldgicos (Kouyoumjia and
Uglow, 1974; Horvat et al., 2005).

Os bioensaios utilizando planarias como organismos-teste sdo considerados uma
importante ferramenta para a determinacao rapida de varias respostas toxicoldgicas, incluindo
mortalidade aguda, carcinogénese, teratogénese, respostas neurocomportamentais,
regeneracédo e percepgdo da luz (Triebskorn et al., 1991, Nano et al., 2002, Pra et al., 2005).

Considerando o atual uso intensivo do Vertimec na agricultura e a necessidade de se obter
mais informacdes sobre a toxicidade do pesticida para os invertebrados aquaticos nao-alvo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda (mortalidade) de G. tigrina
(Platyhelminthes, Turbellaria) exposta a uma série de concentracGes deste composto durante
um experimento de 4 dias (96h).

2. Materiais e métodos

2.1. Organismo-teste
Os espécimes utilizados no estudo pertencem a uma populacdo de G. tigrina
(Platyhelminthes, Turbellaria, Tricladida) plenamente estabelecida em laboratério. As
planarias foram coletadas em tanques de concreto ao ar livre, localizados no campus da
Universidade Federal de Sdo Carlos (SP, Brasil). Os organismos estavam associados com
macrofitas ou galhos em decomposicdo e folhas oriundas das arvores circundantes. Os
espécimes de macrofitas foram amostrados, armazenados em baldes de plastico ndo toxico
com a agua local e levados para o laboratério. No laboratorio, o material foi separado em
bandejas de plastico atoxico para a coleta dos espécimes com o auxilio de pipetas de Pasteur
(de polietileno com a boca grande) que foram transferidos para béqueres. Os cultivos de
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Girardia tigrina foram montados apenas com adultos ou individuos juvenis grandes e
mantidos em béqueres de vidro (2 L), contendo &gua doce reconstituida (ABNT, 2004a). O
meio foi preparado dissolvendo-se 0,03 g L™ CaSO,, 2H,0, 0,061 g L™* MgS0O,.7H,0, 0,048
g L* NaHCO; e 0,002 g L™ KCl em 1 L de 4gua destilada. O meio tinha uma dureza total
equivalente a 40 - 48 mg de CaCO; L™, faixa de pH entre 7,2 e 7,6 e condutividade média de
160 pS cm™. As culturas foram mantidas a uma temperatura constante de 25 + 2 ° C, fonte de
luz de 800 lux, com um fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro, e densidade populacional inferior
a 40 individuos, em 2000 mL. Duas vezes por semana, cerca de duas larvas da espécie
Chironomus sancticaroli (7-8 dias de idade - IV instar) foram fornecidas como alimento para
cada planaria. Apos 12h as larvas que ndo foram consumidas pelas planérias foram
removidas, os béqueres foram limpos e a agua reconstituida foi trocada.

Aproximadamente dois a quatro dias apos a limpeza, os casulos foram separados e
removidos dos béqueres (geralmente fixados na parede ou no fundo dos béqueres) com o
auxilio de pipetas de Pasteur (de polietileno com a boca grande). Os casulos foram
transferidos para béqueres de vidro de 250 ml, cheios com agua reconstituida e mantidos sem
troca de agua e limpeza, até a eclosdo dos casulos. Apos aproximadamente 10 dias, a maior
parte das pequenas planérias ja ndo estavam no interior dos casulos e, portanto, os casulos,
além de quaisquer residuos, foram removidos e o alimento para os recém nascidos foi
fornecido. As pequenas planarias também foram alimentadas com as larvas de C. sancticaroli.
Visando facilitar a ingestdo das larvas de quironomideos pelas planarias recém nascidas e
evitar que alguns individuos ficassem sem se alimentar, como observado quando larvas
grandes (IV instar) eram fornecidas, cinco larvas de cinco dias de idade (Il instar) foram
oferecidas para as pequenas planarias, sendo uma larva por individuo. Na falta de larvas deste
tamanho, larvas maiores eram colocadas em pequenos potes plasticos atoxicos sem agua e
deixados no freezer por pelo menos 20 minutos, garantindo entdo a paralisia parcial ou morte
das larvas para que as planarias pudessem se alimentar.

Os procedimentos para cultivo e manutencdo de C. sancticaroli foram previamente

descritos nos capitulos 1 e 2.
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2.2. Testes de toxicidade aguda

Para avaliar as condicdes fisioldgicas dos organismos-teste, eles foram testados quanto
a sensibilidade a substancia toxica de referéncia dicromato de potassio (K,Cr,O7) nas
concentragdes nominais: 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 and 4,5 mg L™ As concentracdes foram
preparadas a partir de uma solucdo reserva de dicromato de potassio, que foi dissolvido em
4gua destilada a uma concentracéo de 500,0 mg L™. Os resultados foram calculados utilizando
0 método Trimmed Spearman-Karber, expresso como CL50 - 96h (Hamilton et al., 1977).

Os testes de toxicidade aguda definitivos com o pesticida Vertimec foram realizados
nas seguintes concentracdes nominais: 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035 e 0,040 mL L™ (a
solucdo reserva deste pesticida foi preparada em agua destilada a uma concentracdo de 1 mL
de L™). As concentracdes foram estabelecidas por meio da realizacéo de testes de toxicidade
preliminares. Os testes duraram 96h de observacdo para toxicidade aguda, apds o qual os
organismos vivos remanescentes foram contados nos intervalos de tempo de 24, 48, 72 e 96
horas.

Em ambos os testes, organismos com no maximo de sete dias de idade (e 48h sem
alimentacdo) foram utilizados em cada tratamento, com quatro repeticbes cada. A agua
utilizada para preparar as diluicdes e o tratamento controle foi a mesma utilizada como meio
nos cultivos, tal como descrito anteriormente. Foram utilizados béqueres de vidro com
capacidade de 80 mL, completados com 50 mL da solugéo-teste. Seis organismos foram
adicionados em cada recipiente replicativo. Antes da montagem dos ensaios, as planarias
foram transferidas para placas de Petri, a fim de serem inspecionadas sob o microscopio
estereoscopico (60x) para verificar e remover, eventualmente, individuos que apresentassem
algum tipo de lesdo ou dano (possivelmente causado por predacdo ou ataque dentro dos
casulos por outros individuos da mesma ninhada ou por deformidade natural). Os testes foram
mantidos sob as mesmas condi¢bes de temperatura, como descrito anteriormente para a
cultura G. tigrina. Os organismos foram mantidos no escuro e sem alimenta¢do durante o
tempo de exposicdo de 96 h ao pesticida. A dureza total, a condutividade elétrica, a
temperatura e o pH foram avaliados no inicio e no fim de cada ensaio, na solucdo de ensaio,

em todos os tratamentos.
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3. Resultados e discussao

3.1. Dicromato de potassio

Durante o periodo experimental, as premissas para a utilizacdo dos organismos-teste
em ensaios ecotoxicologicos foram satisfeitas, como evidenciado pela sensibilidade dos
individuos de G. tigrina cultivados em laboratorio a substancia toxica de referéncia, o
dicromato de potassio. A CL50 - 96h para G. tigrina no teste de sensibilidade realizado foi de
3,48 mg L™, enquadrando-se na faixa de sensibilidade previamente estabelecida a partir de
testes laboratoriais rotineiros (2,90 - 4,00 mg L™) para esta espécie (Tabela 1) . Nos ensaios
de toxicidade aguda com o dicromato de potassio, 0 pH mensurado das solugdes-teste
permaneceu dentro do intervalo 7,10 - 7,60 e ndo variou mais do que 1,0 unidade para cada
teste. A condutividade elétrica variou entre 16,8 e 130,0 puS cm™ e a concentracio de oxigénio
variou entre 5,8 e 7,8 mg L™. As medidas da dureza total das solucdes-teste variaram entre 40
e 48 mg de CaCO; L. Estes resultados confirmam a consisténcia e também a viabilidade dos
testes de toxicidade realizados. Os valores da CL50, e os intervalos de confianca foram
calculados a cada teste realizado com a espécie Girardia tigrina para cada tempo de

exposicdo de 24h, tal como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores da concentracdo letal mediana (CL50 mg L™) para o dicromato de potéssio (K,Cr,0-), a
cada 24 horas, e os intervalos de confianca (IC - 95%) de cada teste de toxicidade aguda com Girardia tigrina.
NC = ndo calculavel; INC = intervalo ndo confidvel; CV = coeficiente de variacao.

Teste CLs-24h(IC-95%) CLso-48h (1C-95%) CLso-72h (1C-95%) CLgy-96h (1C-95%)
1 NC NC 3,04 (2,82-3,29) 2,90 (2,64-3,18)
2 NC NC 4,33 (3,75-4,99) 3,54 (3,11-4,02)
3 NC NC NC NC
4 NC NC 4,0 (INC) 4,0 (INC)
5 NC NC NC NC
6 NC NC NC NC

Média NC NC 3,79 3,48

Desvio Padrao NC NC NC 0,55
CV (%) NC NC NC 15,87

Os valores médios da CL50 - 72h e 96h foram respectivamente, 3,79 e 3,48 mg L™ de
K,Cr,07 (exceto para 24h e 48h, em que os valores obtidos para a mortalidade ndo foram

suficientes para a realizacdo dos célculos).
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Observou-se que os valores da CL50 diminuiram entre 72 e 96h, evidenciando, em
geral, o aumento da toxicidade do dicromato de potéssio a espécie G. tigrina, com 0 aumento

do tempo de exposicdo (Figura 1).
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Figure 1. Mudangas nos valores da concentracdo letal média (CL50,
mg L™) para dicromato de potassio (K,Cr,0-), durante 96h, nos
testes de toxicidade aguda realizados com Girardia tigrina.

A Figura 2 mostra o aumento da mortalidade de Girardia tigrina como resposta ao
aumento da concentracdo de dicromato de potéassio. Foram observados valores elevados de
mortalidade (50,0 e 62,50%) para as concentracdes de 4,0 e 4,5 mg L™ de dicromato de

potassio.
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Figura 2. Curva dose-resposta (média da porcentagem de
mortalidade e o desvio padrdo) da espécie Girardia tigrina
obtida a partir de testes de toxicidade aguda com o dicromato de
potéssio apos o tempo de exposicdo de 96h.

3.2 Toxicidade Aguda do Vertimec® 18 CE para Girardia tigrina

As principais condices fisicas e quimicas das solugdes-teste nos testes de toxicidade
realizados com Vertimec foram monitoradas no inicio e no final de cada teste. O pH nas
solugdes-teste permaneceu dentro do intervalo 7,33 - 8,00 e ndo variou mais do que 1,0
unidade em cada teste. A condutividade elétrica variou entre 120,5 e 280 puS cm®, a
concentracdo de oxigénio dissolvido entre 6,0 e 7,0 mg L™ e a dureza da 4gua entre 44 e 48
mg CaCO; L™.

Os valores da CL50 para o pesticida Vertimec® 18 CE, bem como os respectivos
intervalos de confianca foram calculados para cada teste, com a espécie G. tigrina, a cada

24h, como apresentado na Tabela 2.
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Table 2. Valores da concentracdo letal mediana (CL50 mL L™) para o pesticida Vertimec, a cada 24h, junto
com os intervalos de confianca (IC - 95%) de cada teste de toxicidade aguda com Girardia tigrina. NC = ndo
calculavel; INC = intervalo ndo confiavel.

Teste CLsp-24h(IC-95%) CLsp-48h (IC-95%) CLsp-72h (IC-95%) CLsp-96h (IC-95%)
1 NC 0,04 (0,04-0,04) 0,03 (0,03-0,03) 0,02 (0,02-0,03)
2 NC NC 0,04 (INC) 0,03 (0,03-0,04)
3 NC NC NC 0,03 (0,03-0,04)
4 NC NC NC 0,03 (0,03-0,03)
5 NC NC NC NC
6 NC NC NC NC

Média NC 0,04 0,035 0,0275

Desvio Padrao NC NC 0,007 0,005
CV (%) NC NC 20,2 18,18

Os valores médios da CL50 - 48h, CL50 - 72h e CL50 - 96h foram respectivamente:
0,04; 0,035; e 0,0275 mL L™ de Vertimec (exceto para 24h em que a mortalidade néo foi
suficiente para realizagdo do céalculo). Com os valores de CL50, foi possivel observar que ndo
houve mudancas na toxicidade ao longo das 96h de exposicdo. Inicialmente houve uma
diminuicdo na CL50 indicando um aumento na toxicidade até ao final do experimento (Figura

3).
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Figura 3. Mudancas nos valores da concentragdo letal média
(CL50, mL L™ para o pesticida Vertimec durante 96h, nos
testes de toxicidade aguda realizados com Girardia tigrina.
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A Figura 4 mostra que o pesticida Vertimec causa uma mortalidade dependente da
dose (aumento de mortalidade com o aumento das concentracfes de Vertimec). Altos valores
de mortalidade (68,33 e 100%) foram registrados para as concentracdes de 0,035 e 0,04 mL

de L™ de Vertimec, respectivamente (Figura 4).
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Figure 4. Curva dose-resposta (média da porcentagem de
mortalidade e o desvio padrdo) da espécie Girardia tigrina
obtida a partir de testes de toxicidade aguda com o pesticida
Vertimec ap0s o tempo de exposic¢ao de 96h.

Os testes de toxicidade com substancias de referéncia nos permitem avaliar a
repetibilidade para obter mais precisdo e confianca em relacdo a um método de anélise ao
longo do tempo em um determinado laboratério, e também para realizar comparagdes entre
laboratérios. No presente estudo, optou-se por utilizar o dicromato de potassio como
substancia de referéncia devido a sua ampla utilizacdo na avaliacdo da sensibilidade dos
organismos (invertebrados) em testes de toxicidade (Aguilar et al., 2002, Freitas, 20009,
Jaconetti, 2005, Jardim, 2005, Massaro , 2006, Zagatto, 1988), além do fato de que o metal
cromo € recomendado como a substancia de referéncia para procedimentos de testes de
toxicidade padrdo (Environment Canada, 1990).

De acordo com os resultados obtidos, observamos uma diminuicdo da toxicidade do
dicromato de potassio em espécimes de G. tigrina, considerando o tempo de exposi¢do. A

faixa de sensibilidade da espécie G. tigrina para o dicromato de potassio, em relagdo ao valor
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de CL50 - 96h, variou entre 2,90 e 4,0 mg L™ (com um valor médio de 3,5 mg L™). Como
mostrado na Tabela 3, que apresenta os valores médios da CE e CL50 do dicromato de
potassio para diferentes organismos-teste, podemos observar que a populacdo de G. tigrina
que foi utilizada como organismo-teste no presente estudo € significativamente mais sensivel
ao de dicromato de potassio, comparado com os resultados obtidos para a mesma espécie por
Preza e Smith (2001), Ribeiro (2010) e Annibale (2009), que encontraram valores da CL50 -
96h de 12,0; 22,13 e 27,49 mg L™* de K,Cr,0O-, respectivamente.

Uma possivel explicacdo para estas diferencas de sensibilidade poderia estar
relacionada com o tipo de alimento utilizado para alimentar os planérias nos nossos cultivos
porque diferentemente do procedimento convencional adotado em outros estudos que utilizam
o figado bovino para alimentar planérias, utilizamos larvas de C. sancticaroli como alimento
(que consideramos um alimento natural e ndo contaminado, e também uma presa real, de
acordo com as nossas observacdes sobre o material coletado em campo. O conhecido elevado
teor de proteina (e também de ferro) presente no figado bovino (e também a possivel presenca
de substancias toxicas), provavelmente contribuiu para aumentar a resisténcia de organismos,

tendo em vista a sua menor sensibilidade ao dicromato de potassio.

Tabela 3. Valores da CE50 ou CL50 para diferentes organismos expostos a substancia de referéncia
dicromato de potéassio (K,Cr,05).

Organismo-teste Parametro CEs5y/CLsg (K,Cr,0; mg L’l) Referéncia

Daphnia magna (Cladocera) Imobilidade - 48h 0,09 Arauco (2002)
Ceriodaphnia silvestrii (Cladocera) Imobilidade - 48h 0,046 Oliveira-Neto (2000)
Pseudosida ramosa (Cladocera) Imobilidade- 48h 0,11 Freitas and Rocha (2010)
Chironomus xanthus (Diptera) Mortalidade - 96h 7,12 Almeida (2002)
Chironomus tentans (Diptera) Mortalidade - 96h 11,8 Khangarot and Ray (1989)
Hyalella azteca (Amphipoda) Mortalidade - 48h 0,41 Araujo (2005)
Hydra viridissima (Hydrozoa) Mortalidade - 96h 3,55 Massaro (2011)

3,5 This study
Girardia tigrina (Platyhelminthes) Mortalidade - 96h 22,13 Ribeiro (2010)

27,49 Annibale (2009)

12 Preza and Smith (2001)
Physa heterostropha (Gastropoda) Mortalidade - 96h 16,8 Patrick et al. (1968)
Danio rerio (Pisces) Mortalidade - 48h 107,8 Meletti (2003)
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O valor de 3,50 mg L™* K,Cr,0; que obtivemos para a CL50 - 96h em Hydra
viridissima é muito similar ao obtido por Massaro (2011), que obteve um valor de CL50 - 96h
médio de 3,55 mg L™ de K,Cr,O; também para a mesma linhagem deste cnidério. Outra
constatacdo das comparacgdes feitas na Tabela 2 € que a espécie G. tigrina tem uma maior
sensibilidade ao de dicromato potassio do que as larvas das espécies de dipteros largamente
utilizados como organismos-teste, como Chironomus santicaroli, ao qual a CL50 - 96h ao
dicromato de potassio foi de 7,12 mg L™ (Almeida, 2002) ou as larvas da espécie Chironomus
tentans, com o valor médio da CL50 - 96h de 11,80 mg L™ (Khangarot & Ray, 1989). Meletti
(2003) avaliando a sensibilidade do peixe Danio rerio ao dicromato de potassio obteve um
valor médio da CL50 - 96h de 107,8 mg L™, demonstrando que esta espécie do peixe também
€ muito mais resistente ao metal cromo do que a planaria G. tigrina, aqui estudada. Segundo
Moore e Ramamoorthy (1984), entre as espécies de dgua doce, os efeitos toxicos de cromo
indicam que os peixes sdo organismos altamente resistentes. No entanto, os valores médios da
CL50 -96h do dicromato de potassio obtidos no presente estudo para a espécie G. tigrina
foram maiores que aqueles relatados para o cladoceros Daphnia magna, Ceriodaphnia
silvestrii e Pseudosida ramosa para 0s quais os valores da CE50 - 48h foram de 0,09 (Arauco,
2002), 0,046 (Oliveira-Neto, 2000) e 0,11 mg L™ (Freitas & Rocha, 2010), respectivamente.
Araujo (2010) avaliando a sensibilidade do anfipode Hyalella azteca, obteve o valor médio da
CL50 - 48h de 0,41 mg L™ de dicromato de potassio também evidenciando que esta espécie
tem uma maior sensibilidade a este composto em comparacdo com o organismo-teste avaliado
no presente estudo. Por outro lado, Patrick et al. (1968) quantificaram a mortalidade da
espécie Physa heterostropha (Gastropoda) e encontraram uma CL50 - 96h de 16,8 mg L™,
evidenciando uma maior tolerancia deste molusco a toxicidade do dicromato de potéssio do
gue a espécie G. tigrina.

Existe na literatura uma vasta informacao em relacéo os estudos toxicol6gicos sobre 0s
efeitos dos pesticidas organoclorados. Villar et al. (1994) observaram a letalidade e toxicidade
comportamental de cinco desses compostos: Diazinon, Fenitrothion, Malathion,
Methylparathion e p-Nitrofenol, em organismos intactos da espécie G. tigrina, e os efeitos
sobre organismos sem cabegca durante testes de regeneracdo. Os pesticidas utilizados
produziram sinais indicativos de interferéncia no sistema nervoso (respostas de sobressalto,
protrusdo da faringe, espasmos, movimentos laterais e tremores da cabeca, contracOes

anormais e depressdo). Entre os pesticidas estudados foram obtidos os valores da CL50 - 96h,
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para temperaturas variando entre 19 e 24 °C que variaram de 0,63 - 12,1 mg L™ de Diazon e
p-Nitrofenol, respectivamente, com a maioria das mortes ocorrendo nos dois primeiros dias de
exposicao, para todos os inseticidas testados.

Estudos com a espécie G. tigrina com o objetivo de avaliar os efeitos do pesticida
Vertimec ainda sdo raros na literatura. Na Tabela 4 estdo apresentados os valores da CE50 ou
da CL50 para vérios organismos-teste expostos a uma gama de concentragcdes do ingrediente
ativo, a abamectina, e, para as férmulas comerciais utilizadas (Vertimec® 18 CE).

A abamectina € um agente antiparasitario usado ha muito tempo na medicina
veterinaria e também € utilizado como um importante ingrediente na composi¢do de
inseticidas, acaricidas e nematicidas utilizados para o controle de pragas na agricultura. No
entanto, quando usado em culturas vegetais ou em animais 0s seus produtos residuais podem
atingir e afetar espécies ndo-alvo. De acordo com a Moore et al. (1993), alguns estudos tem
demonstrado os efeitos da exposicdo a abamectina na reproducdo, funcdes fisioldgicas e
sobrevivéncia de organismos ndo-alvo, para ambas as espécies, terrestres e aquaticas, que
desempenham papeis importantes na cadeia alimentar tréfica de uma variedade de habitats e

0S ecossistemas.

Tabela 4. Valores da CE50, CL50 e IC50 para as diferentes espécies aquaticas expostas a diferentes
concentracdes da formula comercial ou do ingrediente ativo puro da abamectina, a partir da literatura.
ECso/LCso/ICso

Organismo-teste Parametro (Abamectina yig L'l) Referéncia
Pseudokirchneriella subcapitata (Chlorophyceae) Inhibition of growth - 96h 15,5103 Vieira (2010)
Daphnia similis (Cladocera) Imobilidade - 48h 5110-3 Novelli et al. (2012)
Daphnia magna (Cladocera) Imobilidade - 48h 0,25 Tisler and Erzen (2006)
Chironomus xanthus (Diptera) Mortalidade - 96h 2,67 Novelli et al. (2012)
Chironomus crassicaudatus (Diptera) Mortalidade- 96h 1,63 Ali and Nayar (1985)
Chironomus sancticaroli (Diptera) Mortalidade - 96h 9,710-2* This study (chapter 1)
Hydra viridissima (Hydrozoa) Mortalidade- 96h 2,52 103 * This study (chapter 3)
Girardia tigrina (Platyhelminthes) Mortalidade - 96h 494 * This chapter 4
Danio rerio (Pisces) Mortalidade - 48h 85,32 Mendes (2011)
Danio rerio (Pisces) Mortalidade - 96h 55,1 Tisler and Erzen (2006)

*Valores da CL50 para diferentes organismos quando expostos a partir da concentragdo nominal abamectina
do presente no produto comercial utilizado (Vertimec® 18 CE).

Os resultados do presente estudo indicam que as concentragdes de abamectina testadas

foram tdxicas a espécie G. tigrina mesmo quando em baixas concentra¢fes presentes no
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produto comercial (Vertimec), considerando-se que a concentracdo que causou letalidade a
50% dos individuos foi de 494,0 ug L™.

As planarias de agua doce séo adequadas para testes de toxicidade, sendo consideradas
muito sensiveis a baixas concentracdes de contaminantes ambientais (Nano et al., 2002).

No entanto, a concentracdo letal encontrada neste estudo para G. tigrina é maior do
que a faixa relatada na literatura para outros organismos-teste. Alguns autores registraram
valores muito mais baixos de CE50 para os dafinideos Daphnia similis e Daphnia magna,
(5,1 10° e 0,25 pg L™ de abamectina) (Novelli et al. 2012 e Tisler & Erzen, 2006,
respectivamente). De acordo com Tisler e Erzen (2006) uma possivel razdo para a elevada
toxicidade da abamectina sobre dafinideos se deve a absor¢do deste produto via alga durante o
processo de alimentacdo por filtracdo. O efeito toxico do abamectina (mortalidade) para as
espécies C. xanthus, C. tentans e C. sancticaroli também ocorreu em baixas concentracgdes,
com valores para CL50 - 96h de 2,67; 1,63 e 9,7 10 ug L™ respectivamente (Novelli et al.,
2012, Ali & Nayar, 1985 e neste estudo, capitulo 2).

Mendes (2011) e Tisler e Erzen (2006) obtiveram valores da CL50 (48 e 96h),
correspondentes a 33,1 e 55,1 ug L™ para o peixe Danio rerio. Podemos observar a partir dos
dados da Tabela 4, que apenas as espécies P. subcapitata e o cnidario Hydra viridissima
tiveram maior tolerancia a abamectina (valores de 1C50 e CL50 -96h correspondentes a 15,5
102 e 2,52 10 pg L™, respectivamente) quando comparado com a planaria G. tigrina. Alguns
fatores podem estar associados a baixa toxicidade da abamectina para as espécies com
estrutura nervosa menos complexa como as algas que, devido ao modo da acdo neurotdxica
do pesticida, atua ligando sua molécula ao glutamato através dos canais de cloreto,
aumentando a permeabilidade aos ions do cloreto, a hiperpolarizagdo, paralisia e, finalmente,
a morte (Campbell, 1989).

Portanto, uma toxicidade mais baixa da abamectina as espécies de algas é esperada,
considerando que estes organismos ndo possuem sistema nervoso. Quanto as hidras, estes
invertebrados tém um sistema nervoso menos complexo comparado com o das planérias, o
que justifica a sua assim uma maior tolerancia ao composto testado.

Para a ivermectina, um derivado sintético da abamectina (Lankas & Gordon, 1989),
Alves e Melo (2013) observaram que quando os individuos da G. tigrina foram expostos as
concentracdes de 1,0; 5,0 e 10 mg L™, durante 30, 60 , e 120 minutos, e para 12 e 24h, 0s

grupos de planarias comecaram a apresentar contracfes e excitagbes em todas as
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concentracOes testadas e isto também foi dependente do tempo da exposi¢do. Apds 24 horas
de exposicdo e em periodos de verificacdo de 24 h, a frequéncia da mortalidade atingiu 20%
dos individuos, persistindo até ao final do periodo de observacdo. De acordo com Egerton et
al. (1979) e Eriksson Panula (1994), estes resultados sugerem que, durante o periodo de
exposicdo, o pesticida também pode atuar nas extremidades neuromusculares com o
envolvimento de canais de cloreto e GABA, induzindo a despolarizacdo da membrana, porque

G. tigrina contém numerosas fibras de GABA no 0 seu sistema nervoso central e periférico.

4. Conclusotes

Com base nos dados de toxicidade aguda obtidos no presente estudo, a planéria de
agua doce G. tigrina parece ser relativamente sensivel a toxicidade do pesticida Vertimec
(CL50 - 96h correspondente a 494,0 pg L™). Comparado com os organismos-teste comumente
utilizados em estudos ecotoxicologicos, esta espécie apresentou menor sensibilidade a
abamectina. No entanto, com os resultados obtidos, foi demonstrado que o pesticida Vertimec
ndo representa um risco considerdvel para os invertebrados aquaticos, e, portanto, também

para o funcionamento normal dos ecossistemas aquaticos.
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Conclusoes gerais

O pesticida Vertimec® 18 CE, o qual é amplamente utilizado no controle de pestes na
agricultura pode atingir os sistemas aquaticos via escoamento superficial, em concentraces
capazes de atingir espécies ndo-alvo, como foi evidenciado nos quatro capitulos anteriores.

A simulacdo de escoamento superficial ap6s um evento de chuva em um campo
agricola sem cobertura vegetal no qual o pesticida Vertimec foi aplicado em concentracGes
usualmente utilizadas em culturas de morango produziu um lixiviado de solo que quando
testado em laboratorio resultou em toxicidade aguda ao organismo-teste Chironomus
sancticaroli, com valor de CLsy 96 h para o Vertimec, numa ordem de grandeza de apenas
microgramas por litro, um valor muito baixo, evidenciando que esta formulacdo comercial da
abamectina é extremamente toxica as larvas desta espécie de inseto aquatico.

O mesmo lixiviado (runoff contaminado) quando inoculado em mesocosmos em
condi¢cdes semi-naturais, resultou em toxicidade crbnica a este mesmo organismo-teste,
ocasionando diminuicdo no crescimento corporal, e deformidades no mento.

A adicdo direta do pesticida nos mesocosmos (tratamento V) resultou em 100% de
mortalidade das larvas do quironomideo Chironomus sancticaroli, corroborando os resultados
anteriores de testes de toxicidade em laboratorio.

No experimento de mesocosmos a comunidade bentdnica natural previamente
estabelecida, antes da contaminacdo e monitorada ao final de 7 dias evidenciou elevada
toxicidade cronica do lixiviado contaminado, alterando a estrutura (composi¢do taxonémica) e
a densidade das populacdes. Em relacdo a composicao o efeito cronico da adicdo direta deste
pesticida, levou ao desaparecimento total dos representantes da Classe Insecta, ocasionando
uma diminuicdo na riqueza de tdxons da comunidade bentdnica em cerca de 80%. Em relagéo
a densidade houve também reducdo extrema, com reducdo superior a 80% do numero inicial
de organismos da comunidade bentdnica.

Os resultados de testes de toxicidade aguda realizados com invertebrados de outros
grupos taxonémicos revelaram que o pesticida Vertimec também afeta adversamente outros
componentes da biota aquatica como o turbeldrio Girardia tigrina e o cnidario Hydra
viridissima, embora os valores de CLsy 96 h deste pesticida para estas espécies sejam bem

mais elevados que para as larvas do quironomideo Chironomus sancticaroli. Estas diferencas
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resultaram do modo de acdo neurotdxica deste pesticida e das diferencas em relacdo a
complexidade do sistema nervoso dos organismos-teste utilizados.

Em sintese pode-se concluir com este estudo que o Vertimec € um composto altamente
toxico, que pode atingir os ecossistemas aquaticos superficiais via lixiviado e que ocasiona
ambas, toxicidade aguda e crbnica, em diferentes niveis de organizacdo: individuos,
populagdes e comunidade. Apesar de ser primariamente um poderoso inseticida, ele afeta
também outros organismos ndo-alvo como evidenciado neste estudo e também por estudos

anteriores vinculados ao mesmo projeto experimental.
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Apéndice A

Fotos referentes ao Capitulo 4
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Figura 1. Seqliéncia de fotos evidenciando o cultivo de Girardia tigrina. Cultivo da espécie Chironomus
sancticaroli (a) para sua posterior utilizagdo como alimento (b, ¢ e d) e momento da postura e fixacdo dos
casulos no Becker (g e h).
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