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Avaliagcao da exposi¢ao cronica de Daphnia magna a
atrazina e glifosato

Assessment of chronic exposure of Daphnia magna to
atrazine and glyphosate

RESUMO

A utilizagdo de herbicidas como atrazina e glifosato, gera uma preocupacdo ambiental, pois
esses herbicidas atingem o meio aqudtico e podem afetar organismos nao alvo. O presente
trabalho buscou avaliar os efeitos da exposi¢dao cronica do organismo Daphnia magna a
solugdes de concentragdes ambientais permitidas, de produtos comerciais que contém
atrazina (2 ug LY), glifosato (65 pg L) e sua mistura (2 + 65 pg LY). Ao realizar a exposicdo
cronica, observou-se que o parametro de reproducdo ndo apresentou significancia
estatistica ao realizar o teste de Dunnett (p<0,05), porém, em relagdo a primipara, o teste
estatistico apontou valores significantes para as amostras de glifosato e a mistura dos
herbicidas, quando comparadas ao controle. Esses resultados evidenciam a importancia da
realizacdo de ensaios cronicos para a obtengdo de informagbes sobre o efeito que os
compostos podem causar aos organismos aqudticos, mesmo utilizando concentragdes
ambientais permitas segundo a legislagao.

PALAVRAS-CHAVE: Concentra¢do ambiental. Ecotoxicidade. Pesticidas.
ABSTRACT

The use of herbicides such as atrazine and glyphosate, generates a great environmental
concern, as these herbicides affect the aquatic environment and can affect non-target
organisms. The present work sought to evaluate the effects of the chronic exposure of the
organism Daphnia magna to solutions of permitted environmental concentrations, of
commercial products containing atrazine (2 pg L™?), glyphosate (65 pg L) and its mixture
(2 + 65 ug L'Y). When performing chronic exposure, it was observed that the reproduction
parameter did not show statistical significance when performing the Dunnett test (p <0.05),
however, in relation to primiparous, the statistical test showed significant values for the
glyphosate samples and the mixture of herbicides, when compared to control. These results
show the importance of carrying out chronic tests to obtain information about the effect
that compounds can cause to aquatic organisms, even using environmental concentrations
allowed according to the legislation.

KEYWORDS: Environmental concentration. Ecotoxicity. Pesticides.
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INTRODUCAO

Os pesticidas sdo a classe de contaminantes mais estudada no Brasil e no
mundo devido a preocupacdo que esses compostos podem causar ao meio
ambiente. O crescimento populacional das ultimas décadas gera um aumento pela
demanda de alimentos, a qual aliada a praticas modernas de cultivo, consolidam o
uso de pesticidas como a principal ferramenta para garantir a protecdo contra
perdas na producdo ou a destruicdo de culturas agricolas. Ha, portanto, uma
disseminacdo de diferentes substancias quimicas desenvolvidas para atuar em
conjuntos especificos de pragas (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

Os herbicidas sdo a classe de pesticidas mais utilizadas no mercado. Quando
essas formulagdes sdo aplicadas no campo agricola, cerca de 20 a 30% da dose
pulverizada ndo atinge a 4rea alvo (ALONSO, et al. 2018). A dindmica atmosférica
dos herbicidas aumentam a probabilidade de serem transportados por longas
distancias, e posteriormente, devolvidos a superficie por deposi¢cdo Umida ou seca,
podendo também atingir os mananciais de outras formas, nas aguas superficiais
por meio da drenagem, escoamento, percolacdo lateral, e nas dguas subterraneas
por erosdo, deriva e volatilizacdo (GOEL; MCCONNELL; TORRENTS, 2005; SILVA, et
al. 2009).

O glifosato (figura 1) é um herbicida pertencente ao grupo quimico das glicinas
substituidas, classificado como nao seletivo e de agdo sistémica. A molécula atua
na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que é
catalisadora de uma das reacbes de sintese dos aminodcidos aromadticos
fenilalanina, tirosina e clorofila, a molécula estimula a produgdo de etileno, reduz
a sintese de proteinas e eleva a concentragdo do acido indolacético (COLE, 1985)

Figura 1 — Estrutura quimica do glifosato.
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Fonte: Autoria prdpria (2020).

O glifosato é o principio ativo mais vendido no Brasil. Em 2018, foram vendidas
195 mil toneladas deste herbicida. De acordo com o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), na resolucdo n2 357, de 17 de marco de 2005, o limite do
herbicida glifosato em dguas doces de classe | é 65 pg L, e para dguas doces de
classe lll, o limite é 280 ug L™* (BRASIL, 2005; IBAMA, 2019).

A atrazina (figura 2) é um herbicida pertencente ao grupo quimico das
clorotriazinas. A molécula atua como inibidor da fotossintese, prejudicando o
transporte de elétrons no local do fotossistema Il (reacdo de Hill), evitando assim
a producdo de ATP e NADPH (PHYU, et al. 2011).

Pégina | 2



£ g 8 5 OQ X Seminario de Extens&o e Inovagao
\ XXV Seminério de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica r PR
SICI TE 23 a 27 de Novembro I To'edo . PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

Figura 2 — Estrutura quimica da atrazina.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Em 2018, no Brasil, foram vendidas 28 mil toneladas de atrazina, tornando-a
o quarto principio ativo mais vendido do ano. De acordo com o Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA), na resolugao n? 357, de 17 de marco de 2005, o
limite da concentracdo do herbicida atrazina em dguas doces de classe | e Ill é de
2 ug L* (BRASIL, 2005; IBAMA, 2019).

Diferentes formulacdes comerciais desses principios possuem diferentes tipos
de compostos, entre eles os surfactantes. Esses surfactantes atuam como
cossolventes e tendem a reduzir a tensdo superficial do composto em que estdo
dissolvidas. Surfactantes sao considerados ingredientes inertes e ndo necessitam
de testes ou descri¢do na formulagdo do produto.

Considerando a interagdo desses compostos com o meio ambiente, a
ecotoxicologia estuda os impactos deletérios de poluentes ambientais sobre
populagdes de organismos vivos ou ecossistemas. Através do estudo de
biomarcadores sdo obtidas respostas bioquimicas, fisiolédgicas ou sobre
parametros morfoldgicos alterados, causados pela exposicdo de um organismo a
uma determinada substancia possivelmente téxica (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Um dos bioindicadores utilizados em avaliagbes ecotoxicoldgicas é o
microcrustaceo de dgua doce Daphnia magna, o qual possui reproducdo assexuada
e é sensivel a uma grande gama de substancias tdxicas. Este organismo é indicado
pela Associagdo Brasileira de Normas e Técnicas para analise da toxicidade aguda
de efluentes liquidos, apresentando um papel importante na comunidade
zooplanctoénica, pois compde um elo entre os niveis tréficos inferiores e superiores
da cadeia alimentar de um ecossistema (AZEVEDO; CHASIN, 2004).

Dentre os tipos de ensaios ecotoxicolégicos, ha os agudos e cronicos. Os
ensaios agudos geram respostas imediatas e irreversiveis, pois o organismo-teste
é exposto a altas concentragdes da substancia xenobidtica em um curto periodo
de tempo, obtendo resultado de concentragdo efetiva (CEsp), definida como a
concentragao da substancia capaz de causar efeito agudo em 50% dos organismos-
teste. A dose letal média (DLso) € outra forma de apresentar os resultados, sendo
expresso em unidades de massa/massa e definido como a dose da substancia
xenobidtica fatal para 50% dos organismos (AZEVEDO; CHASIN, 2004; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

O ensaio cronico é realizado expondo o organismo-teste a baixas
concentragdes do composto quimico por um periodo longo de tempo, podendo
ser capaz de observar efeitos correspondentes ao ciclo de vida do organismo, e
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possibilitando a avaliacdo de efeitos em geracGes posteriores (AZEVEDO; CHASIN,
2004).

O ciclo de vida de D. magna é curto, em média 45 dias, o que permite sua
utilizacdo em ensaios crénicos, sendo possivel constatar, além da mobilidade dos
organismos, efeitos como a reproducdo, o crescimento, a primipara (inicio do
nascimento de filhotes), além de deformacgdes estruturais como anomalia nos
espinhos pds-anais ou garras terminais (KNIE; LOPES, 2004).

MATERIAL E METODOS

Avaliou-se a primipara e a média de filhotes produzidos por réplica do
organismo D. magna ao longo de 21 dias, sendo expostas ao controle (agua de
cultivo M4), as solugbes dos produtos comerciais contendo atrazina e glifosato
como principios ativos (ATZ COM e GF COM) e a mistura dos produtos comerciais
destes herbicidas (MIX COM). O teste cronico foi realizado seguindo as indica¢oes
da OECD (OECD, 2012).

Para a realizacdo do ensaio cronico, utilizou-se solugdes com concentracao de
atrazina igual a 2 pg L' e glifosato 65 pg L. As solucdes estoque dos produtos
comerciais utilizadas dos herbicidas atrazina (ATZ COM, formula¢do comercial
contendo 40% do ingrediente ativo atrazina) e glifosato (GF COM, formulagédo
comercial contendo 48% do principio ativo glifosato) foram preparadas na
concentracdo de 100 mg L™ em dgua processada por osmose reversa.

Neonatos de D. magna de 2 a 26 horas de vida, foram expostos
individualmente em béqueres contendo 40 mL das solugdes anteriormente
preparadas (ATZCOM, GFCOM, MIXCOM e Controle), resultando em 48 béqueres
(12 réplicas para cada uma das 3 amostras e o controle).

As solucOes dos béqueres eram substituidas diariamente, assim como a
alimentacdo, que foi realizada com a adicdo de 0,5 mL de suspensdo da alga
Desmodesmus subspicatus, na concentragdo de 5x10° células. Apds a realizacdo da
troca didria, os organismos foram acondicionados em camara de incubacdo, do
tipo BOD, com controle de temperatura (20 °C + 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas
de luz.

A andlise estatistica de variancia (ANOVA) foi realizada com o auxilio do
software GraphPad Prism® 8.0, assim como o teste de Dunnett, que compara a
significancia dos valores do controle com os valores das amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de toxicidade crénica permitem avaliar os possiveis efeitos toxicos de
substancias quimicas sob condi¢Ges de exposicdes prolongadas a concentragdes
subletais, ou seja, concentragdes que permitem a sobrevivéncia dos organismos,
mas que afetam suas func¢des bioldgicas, como reprodugdo, desenvolvimento de
ovos, primipara, crescimento e maturagdo. Comparado aos testes agudos, essas
anadlises sdo mais sensiveis a elevada diluicdo esperada em amostras ambientais.
Sdo, portanto, comumente utilizados quando os testes de toxicidade aguda sdo
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insuficientes para caracterizar um efeito téxico mensuravel (MAGALHAES; FERRAO
FILHO, 2008).

As concentragOes dos herbicidas utilizadas no presente trabalho (atrazina
2 ug L'e glifosato 65 ug L), foram escolhidas pois s3o as concentracdes limite dos
respectivos herbicidas permitidas em aguas doces de classe |, de acordo com a
legislacdo brasileira (BRASIL, 2005).

Os resultados da avaliacdo da reproducdo do organismo D. magna, estdo
apresentados no grafico de barras da figura 3, a qual exibe a média de neonatos
gerados por D. magna expostas aos grupos avaliados no ensaio de exposi¢do
cronica. Ao realizar o teste de Dunnett (p < 0,05), que avalia e compara a
significancia do controle em relacdo as demais amostras, os resultados das
amostras ndo se mostraram significativos em relacdo ao controle.

Figura 3 —Média e erro padrdo de neonatos gerados pelo organismo-teste D. magna
expostas aos grupos avaliados no ensaio de exposi¢do cronica.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Apesar das amostras ndo apresentarem valores significativos, trabalhos
realizados analisando a reproducdo dos organismos D. magna
utilizando o herbicida atrazina, mostra que o composto afeta a taxa de reproducado
dos organismos-teste (PALMA, 2009). Assim como, o ensaio cronico realizado com
a exposi¢do do organismo-teste Drosophila melanogaster ao herbicida, em que
mostra um aumento significativo, tanto no numero de ovos, quanto no nimero
total de descendentes gerados (MARCUS; FIUMERA, 2016).

Em estudo cronico realizado com o herbicida glifosato utilizando o organismo
Apaida veniliae, verificou-se que ndo houve morte do organismo, porém observou
o efeito toéxico do glifosato sobre a construcdo da teia, fecundidade, fertilidade e
desenvolvimento da progénie, demostrando que o herbicida traz consequéncias
maléficas a longo prazo (BENAMU, 2010). Em trabalho realizado com o organismo
Danio rerio, observou-se que apds 10 dias de exposicdo do peixe ao glifosato,
ocorreu uma menor produgao de ovos em relagdo ao controle, e essa diminuicao
foi ainda mais expressiva apds 21 dias, assim como um aumento na mortalidade
embrionaria (WEBSTER, 2019).

Ao realizar o teste de Dunnett (p < 0,05), em relacdo a primipara (periodo de
inicio da producdo de neonatos) dos organismos D. magna, observou-se que as
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amostras GF COM (65 pg L) e MIX COM (atrazina 2 pg L e glifosato 65 pg L?)
apresentaram valores significativos em relacdo ao controle, como mostra a
figura 4. Isso indica que a formulacdao comercial de glifosato pode gerar uma
primipara precoce no organismo D. magna.

Figura 4 — Tempo médio para o inicio da producdo de neonatos de
D. magna expostas aos grupos avaliados no ensaio de exposicdo cronica.

Primipara

Dias

Fonte: Autoria prépria (2020).

Em trabalho realizado expondo de forma crénica ratas Wistar a formulagdo
comercial de glifosato, observou-se que a massa do figado da prole de ratos era
menor em relagdo ao controle negativo, assim como um retardo no
desenvolvimento do esqueleto fetal (RELYEA; JONES, 2009; RIEG, 2016). E em
estudo realizado com girinos das espécies Physalaemus cuvieri e Rhinella ictérica
expostos a um formulado comercial de glifosato, observou-se alteracdo
morfoldgica e de comprimento dos girinos analisados (ALMEIDA; RODRIGUES;
IMPERADOR, 2019).

CONCLUSAO

A realizagdo de testes mais minuciosos como o teste crénico s3o necessarios
para avaliar de forma mais conclusiva as condi¢des de sobrevivéncia e reproducdo
dos organismos avaliados frente a compostos quimicos a longo prazo. No presente
estudo, ao analisar a reproducdo de uma geracdo do organismo-teste
Daphnia magna, nenhum valor foi significativo, entretanto, em relagdo a primipara
(periodo de inicio da producdo de neonatos), observou-se que as amostras
GF COM (65 pg L) e MIX COM (atrazina 2 ug L™t e glifosato 65 pg L) apresentaram
valores significativos em relagdo ao controle.
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