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RESUMO: Nos ultimos anos o aumento do consumo de agrotéxicos em todo o mundo
tem preocupado agéncias nacionais e internacionais em decorréncia dos diversos
impactos ambientais e das sérias implicacdes a saude humana. Dentre os agrotéxicos, o
carbofurano é utilizado amplamente no Brasil em culturas de batata, milho, amendoim,
arroz e soja. Como existe o risco deste composto ser carreado por diversos mecanismos
até os corpos d’agua e causar toxicidade a espécies nao-alvo, é necessaria a avaliacdo
dos seus efeitos nestes ecossistemas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
aguda do carbofurano sobre a espécie nativa tropical Ceriodaphnia silvestrii. Para isso,
realizaram-se testes de toxicidade aguda, com concentracdes nominais deste agrotoxico.
Para o dafinideo C. silvestrii, os valores de CEsp 24 h e CEsp 48 h foram de 1,80 pg LYe
0,75 pg L*, respectivamente. Os resultados obtidos mostraram que C. silvestrii
apresentou elevada sensibilidade ao agrotoxico carbofurano e foi mais sensivel do que as
espécies de claddceros de regides temperadas, de acordo com os dados da literatura.
Considerando-se estes resultados e da ampla distribuicdo de C. silvestrii em regides
tropicais e subtropicais, sugere-se 0 uso desta espécie em avaliacdes ecotoxicologicas

com agrotéxicos em aguas doces tropicais.

! Bidloga. Doutoranda do Programa de Ecologia e Recursos Naturais, Universidade Federal de Sdo Carlos,

Sao Carlos, SP, Brasil. E-mail: laine_mansano@yahoo.com.br

% Bidloga. Mestranda do Programa de Ecologia e Recursos Naturais, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Carlos, SP, Brasil. E-mail: raquel.moreira87@yahoo.com.br.

3 Bidloga. Docente do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Universidade Federal de Sdo Carlos,

Sao Carlos, SP, Brasil. E-mail: doro@ufscar.br

IX Férum Ambiental da Alta Paulista, v. 9, n. 11, 2013, p. 91-103



o Doriddico Eletrini ISSN 1980-0827

/ 25, 4 W - Volume 9, Numero 11, 2013 ﬂ
gﬁ Forum Ambiental ...

=

da AHta Dack Meio Ambiente ANAP

Palavras-chave: Microcrustaceo. Pesticida. Toxicidade.
1 INTRODUCAO

A moderna agricultura, que busca constante elevacdo de produtividade e
maximizacdo dos lucros, emprega uma carga expressiva de agroquimicos, dentre o0s
quais se encontram 0s agrotoxicos, principalmente herbicidas, inseticidas e fungicidas,
que podem causar poluicdo ambiental e desequilibrio do ecossistema (GRUTZMACHER
et al., 2008).

O uso de agrotéxicos vem aumentando de forma significativa em diversos paises,
colocando em risco a saude dos ecossistemas e do homem. De acordo com os dados do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola — SINDAG (2012), as
vendas de agrotdxicos no Brasil aumentaram mais de 72% entre 2006 e 2012 - de 480,1
mil para 826,7 mil toneladas. As vendas destes compostos defensivos movimentaram
guase US$ 8,5 bilhées no Brasil em 2011, tornando-o0 o segundo maior mercado do
mundo, atras apenas dos Estados Unidos (SINDAG, 2012).

Um dos maiores problemas relacionados com o uso de agrotoxico € que a maior
parte aplicada acaba ndo atingindo os organismos-alvo, sendo carreada pelas aguas das
chuvas, percolando ou volatilizando, representando uma ameaca aos ecossistemas como
um todo, principalmente os aquaticos.

Os agrotoxicos podem classificar-se de varios modos: segundo a praga a qual é
destinado, estrutura quimica do composto utilizado ou a sua toxicidade, grau ou tipo de
risco sanitario. De acordo com o tipo de aplicacédo, os pesticidas podem-se dividir em dois
tipos: sistémicos (circulam no sistema vascular das plantas) e néo sistémicos ou de
contato. As classes quimicas mais importantes compreendem 0S compostos
organoclorados, organofosforados e os carbamatos. Dentre estes, os carbamatos, como o
carbofurano, o aldicarbe e o carbaril, sdo considerados um dos mais importantes
pesticidas, pois sdo extremamente tOXicos para organismos aquaticos.

No Brasil, o carbofurano é comercialmente encontrado pelo nome de Furadan,
Carborano e Ralzer, vendidos em diferentes formulagbes. O carbofurano (2,3-diidro-2,2-

dimetil-7-benzofuranil-N-metil carbamato) largamente utilizado em culturas de batatas,
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milho, amendoim, arroz e soja, € um inseticida, acaricida e nematicida do grupo dos

carbamatos, cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica do carbofurano (VALENCIA et al., 2008).

O carbofurano liga-se reversivelmente a enzima acetilcolinesterase, inibindo a acédo
desta sobre a acetilcolina. Este agrotdxico apresenta curta persisténcia no ambiente e é
classificado como muito téxico para as abelhas, peixes e outros animais aquaticos e
perigoso para animais e aves (COLLECTIVE SPA, 2002). Segundo estudos, devido a sua
ampla utilizagcdo, o carbofurano foi detectado em aguas subterraneas, superficiais e da
chuva, em solos, ar, alimentos e animais (RICHARDS et al., 1987; WAITE et al., 1992;
FISHER et al., 1999).

Diante da contaminacéo dos recursos hidricos por agrotéxicos e outros compostos,
a ecotoxicologia surge como uma ferramenta necessaria para avaliar a toxicidade destes
as comunidades aquéaticas. O uso de cladoceros em testes de toxicidade tem muitas
vantagens, como a sua facilidade de manipulacéo, reproducdo partenogenética, ciclo de
vida curto e alta sensibilidade a substancias toxicas, caracteristicas que 0s tornam
organismos adequados para bioensaios (TRAYLER e DAVIS, 1996). Os cladéceros
plancténicos mais comumente usados em ensaios ecotoxicolégicos sdo Daphnia magna
(BAILLIEUL e BLUST, 1999) e Ceriodaphnia dubia (STEWART e KONETSKY, 1998), no
entanto, a distribuicdo geogréfica natural destas espécies € restrita a areas do hemisfeério
norte (MITCHELL et al., 2004). Assim, neste estudo optou-se por selecionar como
organismo-teste a espécie tropical nativa Ceriodaphnia silvestri que é facilmente

encontrada em varios tipos de corpos de agua brasileiros.
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Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do
agrotoxico carbofurano ao cladocero nativo Ceriodaphnia silvestrii. Estudos desse tipo
podem gerar dados sobre a sensibilidade de espécies nativas e impactos sobre a biota e

subsidiar a¢bes futuras que visam proteger 0s organismos aquaticos neotropicais frente a

contaminacgao por agrotoxicos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo e manutencéao de Ceriodaphnia silvestrii

Para o cultivo da C. silvestrii foi utilizada agua reconstituida preparada de acordo
com a ABNT (2005) e com as seguintes caracteristicas: pH de 7,0 a 7,6, dureza entre 40
e 48 mgCaCO; L™ e condutividade elétrica de 160 pS cm™. Essa espécie de cladécero foi
mantida em béqueres de 2 L, com um maximo de 140 individuos por recipiente. O cultivo
foi mantido em incubadora com temperatura controlada de 25+2°C e fotoperiodo de
12h(claro)/12h(escuro).

Os individuos de C. silvestrii foram alimentados com suspensdo algacéa de
Pseudokirchneriella subcapitata, cultivada em meio CHU-12 (MULLER, 1972), a
concentracdo de 1 x 10° células mL™ e alimento composto (levedura e racdo de peixe
fermentada na proporcdo de 1:1) numa concentracdo de 1mL L™* (ABNT, 2004). A
manutencado das culturas foi realizada trés vezes por semana, quando eram renovados a
agua e o alimento. Para avaliar as condi¢fes fisiolégicas dos organismos-testes, foram
realizados mensalmente testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de
sodio (NaCl), segundo as recomendacdes da ABNT (2004, 2005).

2.2 Testes de toxicidade aguda

O carbofurano utilizado nos experimentos, da marca Sigma-Aldrich, possui grau de
pureza de 98%. A solucéo estoque da substancia (100 mg L™) foi preparada pela diluicdo
do carbofurano em agua destilada. Os procedimentos metodoldgicos foram realizados de
acordo com norma padronizada (ABNT, 2004). Os testes de toxicidade aguda consistiram

na exposicado de 5 neonatas (entre 6 e 24 horas de idade) em 4 réplicas, a diferentes

IX Férum Ambiental da Alta Paulista, v. 9, n. 11, 2013, p. 91-103



=" Deniddice Eletrinico ISSN 1980-0827
/{' F y A b. t I Volume 9, Numero 11, 2013 Q
~yp Forum Ambiental ..o MM
concentracdes nominais de carbofurano (0,325; 0,65; 1,3; 2,6; 5,2 e 10,4 pg L™). Essa
faixa de sensibilidade foi estabelecida baseando-se na CEs; 48h do cladocero
Ceriodaphnia dubia (2,6 ug L™) (USEPA, 2005). As solucées das concentracdes testadas
foram preparadas imediatamente antes dos testes.

Os testes de toxicidade tiveram a duracao de 24 e 48 horas e foram realizados em
placas de cultivo celular de 6 pocos (TPP®). Como controle utilizou-se agua reconstituida.
Foram realizadas quatro repeticbes tanto para o controle como para cada concentracdo
de carbofurano testada, sendo que em cada réplica foram adicionados 10 mL de solugéo-
teste. Os experimentos foram mantidos na mesma temperatura dos cultivos-estoque, sem
iluminacdo e alimentacdo. No inicio dos testes foram realizadas medidas das variaveis
pH, condutividade, temperatura e dureza, sendo que todas estas variaveis foram medidas

também no final do teste, com excec¢do da dureza.
2.3 Tratamento de Dados e Analise Estatistica

Apés o periodo de exposicdo (24 e 48 horas) procedeu-se a contagem dos
organismos imoveis. Se a porcentagem de individuos imoéveis no controle excedesse
10%, o teste era considerado invalido, o que ndo ocorreu nesse experimento. Os
resultados foram expressos em CE50 — concentracdo efetiva mediana que causa efeito
agudo a 50% dos organismos no tempo de exposicdo (ABNT, 2004), com intervalo de
confianca de 95%, utilizando-se o programa estatistico Trimmed Spearmann- Karber
(HAMILTON; RUSSO; THURFTON, 1977).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os testes de toxicidade aguda para a Ceriodaphnia silvestrii, os valores do
pH das solucbes testes permaneceram dentro da faixa de 7,1 a 7,6 e ndo variaram mais
do que 0,5 durante o teste. A temperatura variou de 24,4 a 25,7 °C, a condutividade
elétrica variou de 138,4 a 150,7 uS cm™ e a dureza inicial variou de 40 a 42 mg CaCO; L’
!, Assim, os testes de toxicidade preencheram os critérios de validade estabelecidos nas

diretrizes da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2005) para C. silvestrii.
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A Figura 2 apresenta o numero de individuos iméveis de C. sivestrii encontrados no
controle e nas concentracdes testadas de carbofurano durante 24 e 48 horas dois testes
de toxicidade aguda realizados. Pela andlise da Figura 2, observou-se que, apés 24 e 48
horas de exposicdo ao agrotoxico, 100% dos organismos de C. silvestrii ja apresentaram
imobilidade em 5,2 pg L™ e 2,6 pug L™ de carbofurano, respectivamente. Na Tabela 1 sdo
apresentados os valores da CEsp 24h e 48h e os intervalos de confianca obtidos nos dois
testes realizados. Os valores médios de CEsy 24-h e CEsy 48-h foram de 1,80 pg L™ e

0,75 ug L™, respectivamente.
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Figura 2: Numero de organismos iméveis no controle e nas concentracdes testadas para C. silvestrii
expostos ao agrotoxico carbofurano durante 24 horas (a) e 48 horas (b) nos dois testes de toxicidade
aguda.

Nota: O nimero de organismos imoveis refere-se a somatoria das quatro réplicas.

Tabela 1: Valores de CEg, 24 e 48 horas do agrotdxico carbofurano e respectivos intervalos de confianga

(IC- 95%) para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii em dois testes de toxicidade aguda.

Numero do teste  Tempo de exposicéo (h)  CEs, (ug L™) Intervalo de Confianca (IC-95%)

1 24 1.55 1.20-2.00
48 0.62 0.50-0.76
5 24 2.04 1.68 - 2.47
48 0.88 0.80 - 0.96
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De acordo com os resultados, observou-se que a espécie nativa Ceriodaphnia
silvestrii apresentou alta sensibilidade ao agrotoxico carbofurano, tanto em 24 horas
guanto em 48 horas de exposi¢cdo. Na Tabela 2 sdo apresentados dados ecotoxicoldgicos
(CEso/CLso; pg L™) para diferentes organismos aquaticos expostos ao carbofurano
disponiveis na literatura. Ao comparar a CEsy observada para a C. silvestrii a de outras
espécies aquaticas, percebeu-se que esta foi mais sensivel ao carbofurano do que todas
as espécies apresentadas da Tabela 2, desde bactérias (Vibrio fischeri) a peixes
(Oreochromis niloticus). No entanto, comparacdes entre espécies devem ser feitas com
cautela, pois existem diferentes causas que influenciam na variabilidade na sensibilidade
de espécies para um determinado poluente que incluem as caracteristicas fisioldgicas dos
animais selecionados (estado de nutricdo, sexo, estagio no ciclo de vida), as condi¢des de
cultura (temperatura, alimentacao, fotoperiodo e dureza da agua) e também propriedades

das substancias utilizadas nos ensaios (degradabilidade, solubilidade e pureza)
(COWGILL, 1987; RAND, 1995).

Tabela 2: Valores de CEso/CLsy (Ug L™) para diferentes organismos aquaticos expostos ao agrotdxico

carbofurano disponiveis na literatura.

Organismo-teste Parametro CEso/CLgo (Mg L™ Referéncia
Vibrio fischeri Inibicao de luminescéncia - 30 min 28900 Fernandez-Alba et al. (2002)
Pseudokirchneriella subcapitata Inibicdo de crescimento - 72h 2600 lesce et al. (2006)
Chlorella vulgaris Inibicdo de crescimento - 96h 2000 Ma et al. (2006)
Paramecium caudatum Mortalidade - 3h 210000 Hussain et al. (2008)
Ceriodaphnia dubia Mortalidade - 48h 2.6 USEPA (2005)
Mortalidade - 96h 2.53 Bailey et al. (1996)
Ceriodaphnia silvestrii Imobilizac&o - 48h 0.75 Presente estudo
Moina micrura Mortalidade - 48h 6.96 Iwai et al. (2011)
Daphnia pulex Mortalidade - 48h 35 Hartman e Martin (1985)
Daphnia magna Mortalidade - 48h 18.7 Dobsikova (2003)
Imobilizacéo - 48h 59 Herbrandson et al. (2003)
Brachionus calyciflorus Mortalidade - 24h 14100 lesce et al. (2006)
Chironomus riparius Mortalidade - 24h 27.2 Ibrahim et al. (1998)
Poecilia reticulata Mortalidade - 96h 2245 DobSikova (2003)
Oreochromis niloticus Mortalidade - 96h 220.7 Pessoa et al. (2011)

E importante ressaltar que a espécie nativa C. silvestrii foi muito mais sensivel do

gque os cladoceros de regibes temperadas comumente utilizadas em testes
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ecotoxicologicos, como Ceriodaphnia dubia, Daphnia magna e Daphnia pulex (ver Tabela
2). O uso de espécies de clima temperado em regides tropicais para as avaliacdes
ecotoxicolégicas parece ser inadequado, uma vez que as respostas toxicas de
organismos a substancias quimicas séo frequentemente espécie-especificas. Portanto, o
uso destas espécies nos tropicos tem sido questionado (DO HONG et al., 2004), uma vez
gue os seus efeitos podem estar relacionados com variaveis ambientais especificas para
cada regido.

Com excecdo da Unido Europeia, que estabeleceu um nivel maximo de 0,1 pg L™
para cada pesticida (EUROPEAN UNION, 1998), o valor da CEsy 48-h para C. silvestrii
(0,75 pg L™ esta abaixo das diretrizes para as concentraces de carbofurano na agua
potavel estabelecidos por varios paises, que variam de 5 pg L™ na Australia a 90 pg L™ no
Canada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004), apontando, assim, para um potencial
de risco de concentracBes de carbofurano legalmente aceitas, pelo menos para alguns
organismos aquaticos. No Brasil, a Resolucdo Conama n°® 357/05 (BRASIL, 2005), que
estabelece padrées de qualidade para corpos d’agua e lancamento de efluentes, nao
contempla o agrotdxico carbofurano. A Portaria 2.914/11 do Ministério da Saude, que
substitui a Portaria 518/04 e estabelece padrées de potabilidade da dgua para consumo
humano, relacionou e limitou o carbofurano em 7 ug L™,

Além dos efeitos diretos causados pelo carbofurano aos organismos, o
desaparecimento de herbivoros naturais, como o zooplancton, devido as concentracdes
letais de pesticidas, pode indiretamente alterar a abundancia e composicdo da
comunidade fitoplanctdnica, levando a proliferacdo de algas (DE LORENZO et al., 2001).
Além disso, a falta de alimento para os predadores de zooplancton, como larvas de
peixes, também pode alterar as cadeias alimentares locais.

Assim, observou-se que 0 uso da espécie nativa C. silvestrii em avaliagbes
ecotoxicolégicas forneceu dados ecologicamente relevantes sobre a toxicidade do
carbofurano que podem dar subsidios para acgfes futuras voltadas a preservacdo da

diversidade da biota aquatica.

4 CONCLUSOES
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De acordo com os resultados de toxicidade e comparacbes com dados da
literatura, concluiu-se que a espécie nativa Ceriodaphnia silvestrii apresentou elevada
sensibilidade ao agrotoxico carbofurano e foi mais sensivel do que as espécies de
cladoceros de regibes temperadas. Assim, sugere-se 0 uso de espécies nativas em
avaliacOes ecotoxicoldgicas, como a C. silvestrii, que podem fornecer mais informacdes
ecologicamente relevantes sobre a toxicidade dos agrotoxicos nos ambientes aquaticos
tropicais. No entanto, mais estudos de toxicidade, principalmente de toxicidade crbnica e
estudos in situ, devem ser realizados para a avaliacdo dos diferentes efeitos deste
composto nos ecossistemas aquaticos, a fim de gerar dados para integrar a avaliacdo de

risco de agrotoxicos e proteger os organismos nao-alvo frente a contaminagcdo destes

produtos no ambiente.
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