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RESUMO

A agricultura é uma das principais fontes de degradacao dos recursos hidricos devido a
aplicacdo e transporte de compostos quimicos como fertilizantes e pesticidas. Além de
promoverem o enriquecimento nutricional e a contaminacdo quimica da dgua, pesticidas como
neonicotinoides vém sendo cada vez mais detectados em ambientes aquaticos, que sofrem,
ainda com a intensificacdo na ocorréncia de floracGes de cianobactérias. Considerando a
complexidade das intera¢fes entre tais materiais na biosfera, o presente trabalho teve como
objetivo determinar os efeitos de um pesticida neonicotindide e uma cianobactéria filamentosa
produtora de saxitoxina, de forma unitaria e combinada, sobre trés espécies de claddceros,
sendo duas espécies isoladas de corpos hidricos tropicais (Daphnia laevis e Moina micrura) e
uma de regido temperada (D. similis). Os trés clones foram submetidos a exposicdes
individuais e de mistura em diferentes proporc@es da cepa de Raphdiopsis raciborskii LETC-
CY-05 e de acetamiprida. Os ensaios tiveram duragédo de 96 horas — toxicidade aguda — e de
15 dias — toxicidade cronica — e foram observados efeitos sobre a sobrevivéncia, crescimento
somatico, reproducéo e crescimento populacional. O clone de D. similis foi ainda submetido a
ensaios comportamentais com 24 horas de exposicdo. D. similis foi a espécie mais sensivel a
todas as exposicGes agudas individuais (CLso = 284 pg L™ e 449 pg L™ para a cianobactéria e
0 pesticida respectivamente), e se mostrou mais sensivel a mistura em funcao da presenca da
cianobactéria, além de exibir aumento nos parametros de comportamento em funcdo da
exposicdo a mistura. J& D. laevis — pouco afetada nos ensaios agudos com LETC-CY-05 (CLsg
= 3270 pg L) e acetamiprida (CLso = 2620 pg L) — apresentou efeitos adversos a mistura
conforme o tempo de exposicdo, sendo verificado antagonismo em até 96 horas e de
sinergismo a potencializacdo nas exposicdes cronicas (CLso = 8340 pg L™). Da mesma forma,
Moina micrura foi resistente nos ensaios agudos individuais, porém a mistura se mostrou mais
toxica (CLso = 10100 pg L), enquanto, em ensaios cronicos foi observados tamponamento
do efeito dos agentes. Com isso foram observados diferentes padrdes de resposta em funcéo
do clone e proporcéo dos agentes e, ainda, uma forte relacdo entre o tempo de exposicao e o
grau de efeito observado, reforcando a necessidade de avaliacdo de diferentes endpoints

fisiologicos para avaliagdo de efeitos combinados.

Palavras-chave: limnologia, neurotoxinas, pesticidas, zooplancton, ecotoxicologia de

misturas.



ABSTRACT

Agriculture is one of the primary sources of degradation of water resources due to the
application and loading of chemical compounds such as fertilizers and pesticides. In addition
to promoting nutritional enrichment and chemical contamination of water, pesticides such as
neonicotinoids have been increasingly detected in aquatic environments, which suffer, even
with the intensification of the occurrence of cyanobacterial blooms. Considering the complexity
of interactions between such materials in the biosphere, this study aimed to determine the
effects of a neonicotinoid pesticide and a saxitoxin-producing filamentous cyanobacterium, in
a unitary and combined form, on three species of cladocerans, two species isolated from bodies
tropical waters (Daphnia laevis and Moina micrura) and one from the temperate region (D.
similis). The three clones were subjected to single and mixed exposures in different proportions
of the Raphdiopsis raciborskii strain LETC-CY-05 and acetamiprid. The trials lasted 96 hours
— acute toxicity — and 15 days — chronic toxicity — and effects on survival, somatic growth,
reproduction, and population growth were observed. D. similis was also submitted to
behavioral tests with 24 hours of exposure. D. similis was the most sensitive species to all
individual acute exposures (LC50 = 284 pg L-1 and 449 ug L-1 for the cyanobacteria and
pesticide respectively) and was more sensitive to the mixture due to the presence of the
cyanobacteria, in addition to exhibiting an increase in behavioral parameters as a function of
exposure to the mixture. On the other hand, D. laevis — little affected in acute assays with
LETC-CY-05 (LC50 = 3270 pg L-1) and acetamiprid (LC50 = 2620 pg L-1) — presented
adverse effects to the mixture according to the exposure time, being verified antagonism in up
to 96 hours and synergism to potentiation in chronic exposures (LC50 = 8340 ug L-1).
Likewise, Moina micrura was resistant in individual acute tests, but the mixture was more toxic
(LC50 = 10100 pg L-1), while in chronic tests, buffering of the agents' effect was observed.
Thus, different response patterns were observed depending on the clone and proportion of
agents and a strong relationship between exposure time and the degree of effect observed,

reinforcing the need to evaluate different endpoints to assess combined impacts.

Keywords: limnology, neurotoxins, pesticides, zooplankton, mixture ecotoxicology.
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Figura 29: Efeitos provocados por tratamentos unitarios e combinados de LETC-CY-05 e
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1.  INTRODUCAO

A “crise ambiental”, definida por Miller e Spoolman, (2009) esti associada a uma
reducdo na qualidade de vida no planeta e depende de trés principais pilares: populacéo,
recursos naturais e poluicdo. O primeiro trata do crescimento exponencial e desordenado da
populacdo, que consequentemente necessita de recursos naturais renovaveis e nao renovaveis
para se manter (MARTINE, 2007). Estes recursos sdo explorados as custas do desmatamento,
utilizagdo de substancias toxicas e, na maioria das vezes, com uma taxa de utilizagéo que supera
a maxima capacidade de sustentacdo do sistema.

A poluicdo pode ser definida como uma alteragdo ecoldgica oriunda da introducéo
antrépica de substancias, materiais ou energia no ambiente com potencial de ocasionar
desequilibrio nos ecossistemas, danos a saude humana e ambiental (PEIRY, 2017). As
alteracdes indesejaveis provocadas pelas atividades e intervengdes humanas tem causado
pressdes negativas, indesejaveis e muitas vezes irreversiveis sobre o ambiente, em especial
sobre os ambientes aquaticos (FUNARI et al., 2017; ROCHA et al., 2018). Dentre os principais
fendmenos de poluicdo ligados a concentragdo ou quantidade de residuos presentes na dgua esta
a eutrofizacéo.

A eutrofizacdo, a principio, € um processo natural, bastante demorado, associado ao
tempo de evolucdo dos ecossistemas, que se manifesta por meio do aumento de produtividade
bioldgica, onde ocorre a proliferacdo de algas e outros vegetais aquaticos em decorréncia do
aumento da disponibilidade de nutrientes, tais como o nitrogénio e o fésforo (CALLISTO;
MOLOZZI; BARBOSA, 2013). No entanto, a eutrofizacdo associada a interven¢do humana é
chamada de eutrofizagdo cultural ou acelerada, fruto da ocupacdo de atividades industriais,
agricolas ou zonas urbanas (HUANG et al., 2018).

A eutrofizacao artificial possui como principais fontes ou origens, esgotos domésticos,
esgotos industriais, e produtos agricolas (O'SULLIVAN; 1995). Destas trés fontes, a agricultura
requer devida atencédo, pois consiste em uma atividade elementar das comunidades humanas.
Com os avancos tecno-cientificos, a aplicacdo de maquinario e de aditivos quimicos, a
produtividade dos cultivos tem prosperado e, com isso, vém superando o colapso populacional
previsto pelo economista britdnico Thomas Malthus em 1798 em sua obra “An Essay on the
Principle of Population”.

No entanto, a atividade agricola, além de promover o aumento da concentracdo de
compostos nitrogenados e fosfatados na biosfera através da aplicacdo de fertilizantes em
diversas culturas, traz, associado a produtividade das lavouras, o uso dependente e

indiscriminado de pesticidas no controle de pragas, como insetos e ervas daninhas
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(LAMMOGLIA et al., 2017). Assim como os fertilizantes, os pesticidas também atingem 0s
corpos hidricos por escoamento superficial, lixiviacdo ou via aérea ap0s aplicacédo
(LEFRANCQ et al., 2017).

Os pesticidas vém, cada vez mais, sendo detectados em ambientes aquéticos
(FURIHATA et al., 2019) e tem demonstrado efeitos sobre a producéo de pigmentos em algas
(GAO et al., 2019), a inibicao de processos filtratérios em moluscos (EWERE et al., 2019) e
mesmo na sobrevivéncia e desenvolvimento de amphipodas (BARTLETT et al., 2019), além
de outros. Em geral, muitas classes desses pesticidas, como os neonicotinoides, ndo apresentam
padrdes de emissao estabelecidos, sendo caracterizados como contaminantes emergentes. Um
exemplo dessa situacdo é a acetamiprida, amplamente aplicada em culturas agricolas no Brasil
(PEREIRA et al., 2011; SILVA; CANTERI; LEITE JUNIOR, 2012) e tem sido encontrada em
recursos hidricos em diversos paises (MAHAI et al., 2019; SIERPS et al., 2019;Y et al., 2019).

Além da contaminacéo por tais substancias, o aporte de aditivos agroquimicos promove
um crescimento anormal da biomassa de produtores primarios, como as cianobactérias
(TUCCI; SANT’ANNA, 2003). Essa situagdo pode ser intensificada em regides tropicais, e
também em regiGes temperadas em tempos de mudancas climéticas, pois 0s processos de
eutrofizacdo sdo diretamente influenciados pela radiacéo solar e a temperatura (JONIAK et al.,
2018). Nessas condicdes, grupos de cianobactérias produtoras de toxinas, como Raphidiopsis
sp., Anabaena sp, Planktothrix sp e Microcistis sp., comuns em corpos hidricos brasileiros
tendem a formar floragoes.

Com o objetivo avaliar o efeito de substancias toxicas sobre organismos representativos
do ecossistema aquatico, diversos métodos de ensaios de toxicidade aguda e cronica tém sido
desenvolvidos e adaptados. Estes ensaios utilizam alguns grupos/espécies de organismos, tais
como os cladéceros do género Daphnia, amplamente difundidos e normatizados por 6rgaos
como a Agencia Nacional d Normas Técnicas (ABNT) pela norma NBR12713. Os claddceros
sdo consumidores primarios, um nivel trofico diretamente afetado tanto pela ingestdo de
cianobactérias toxicas quanto pela exposi¢do a poluentes organicos. Por essa razdo, estudos
ecotoxicoldgicos com estes organismos vém se mostrando excelentes modelos no estudo dos
efeitos de cianotoxinas (FERRAO-FILHO et al., 2014) e compostos organicos. (BOWNIK;
PAWLOCIK; SOKOLOWSKA, 2017).

Apesar de serem bons métodos de avaliagdo, em estudos de toxicidade aguda com
organismos aquaticos o principal efeito medido € a letalidade ou alguma outra manifestacéo do
organismo que a antecede como, por exemplo, a imobilidade (COSTA et al., 2008). Por outro

lado, os testes de toxicidade cronica permitem avaliar possiveis efeitos toxicos de substancias
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quimicas em funcgdes bioldgicas, tais como reproducéo, desenvolvimento de ovos, crescimento
e maturacao, dentre outras (ZAGATTO e BERTOLETT], 2006).

Como h& uma série de substancias que sdo continuamente despejadas em recursos
hidricos, a complexidade de suas intera¢cdes pode resultar nos mais distintos efeitos. Segundo
Martin-Diaz; Gagné; Blaise (2009) diferentes respostas subletais podem ser determinadas como
indicadores de toxicidade com relacdo exposicGes de misturas de contaminantes em aguas
residuais. Assim, é necesséria a avaliacdo de parametros que precedam o efeito letal, uma vez
que substancias tdéxicas podem gerar diferentes respostas nas variadas especies
(CROMMENTULUN et al., 1995).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTAMINACAO HIDRICA

A eutrofizacdo — contaminacdo hidrica por excesso de nutrientes — € um dos problemas
mais comuns associados a perda de qualidade da agua (ANA, 2011). Esse aumento é fortemente
associado ao aporte de nitrogénio e fésforo oriundos de langamentos agricolas e também
associados ao esgoto doméstico, processo denominado como eutrofizagdo artificial.

De acordo com Wiegand e Araujo (2016) o aporte nutricional beneficia um aumento do
crescimento de produtores primarios dos quais destacam-se as algas e as cianobactéerias. Como
consequéncia, é verificado um aumento na concentracdo de substancias toxicas —
potencialmente produzidas por esses organismos — e a reducao do oxigénio através do processo
de decomposicdo da biomassa na agua (MORAES, 2009; NYENJE et al., 2010)

Além de nutriente, tem sido verificado o aumento no aporte de contaminantes —
Pesticidas, plastificantes, surfactantes, produtos de higiene pessoal, farmacos (JESUS
GAFFNEY, DE et al., 2015) — e em contrapartida muitos desses ndo apresentam toxicidade
delineada e padrbes de emissdo/concentragdes definidas.

Dessa forma, existe uma dindmica multifatorial na qual os ambientes aquaticos sao
submetidos a diversas fontes de poluicdo e/ou contaminagdo, que interagem entre si,
pressionando os compartimentos ambientais bem como os seres vivos aquaticos, conforme

exemplo ilustrado na Figura 1.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1413-41522016000200415&script=sci_arttext&tlng=pt#B30
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Figura 1: Esquema de fontes poluidoras que afetam os ecossistemas aquaticos e as
suas principais pressoes sobre 0s seres Vivos
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Fonte: Autoria propria

2.1.1 Agricultura

A agricultura, devido a aplicacdo de pesticidas, € a segunda maior causa de
contaminacdo dos rios no Brasil, ja que os pesticidas se dispersam principalmente através dos
corpos hidricos (CHIARELLO et al., 2017). A producdo agricola brasileira vem se destacando
no contexto mundial, podendo ser diretamente associada ao impacto do uso de agrotdxicos
sobre 0 aumento na produtividade (Chrisman et al., 2009).

De acordo com o censo agropecuario de 2017, no Brasil 1681740 estabelecimentos
aplicaram agrotdxicos em suas lavouras e o gasto total foi de R$ 32.470.451.000,00 na
comercializacdo destes produtos, valor 1,3 vezes maior que o0 gasto em 2006. Até 2014 o gasto
em quilos de Ingredientes ativos (1As) era quase 7 kg/Hectare (Figura 2).

Figura 2: Historico de consumo de ingredientes ativos por area
cultivada (kg. Ha*) no Brasil entre os anos de 2010 e 2014.
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Fonte: IBGE (2015)
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O Ministério da Agricultura, nos ultimos cinco anos, tem superado sucessivamente 0
numero de registros de pesticidas liberados (Figura 3) demonstrando uma politica de facilitacao
para a liberacdo de novas marcas e patente para os IAs. No entanto, a aplicacao desses insumos
necessita de um controle mais efetivo visto que o0 uso excessivo de agrotoxicos pode impactar
negativamente o meio ambiente, principalmente os ambientes aquéaticos (CHIARELLO et al.,
2017).

Figura 3: NUmero de registros de agrotoxicos liberados no Brasil entre os
anos de 2010 e 2020
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Fonte: Ministério da Agricultura (2021).

Esses impactos sdo definidos também pela toxicidade pré-estabelecida das substancias

aplicadas, porém a disseminacdo no uso de agentes como 0s neonicotindides ocorreu mesmo
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sem uma avaliacdo profunda de toxicidade para exposi¢cdes cronicas (TOMIZAWA; LEE;
CASIDA, 2000).

Os inseticidas pertencentes ao grupo dos neonicotindides apresentam 0S grupos
nitrometileno, nitroimina ou cianoimina (MATSUDA et al., 2001) e agem nos receptores
nicotinicos de acetilcolina do sistema nervoso central, bloqueando os impulsos nervosos
(KAGABU, 1999). Estes inseticidas sdo considerados contaminantes emergentes, devido a
auséncia de regulamentagdo, fato preocupante, considerando que sdo desreguladores
enddcrinos associados a redugdo nas populacdes de abelhas, por exemplo (IWASA et al.,
2004).

Destes, substancias como a acetamiprida, tem sido amplamente aplicada em lavouras e,
por consequéncia, cada vez mais tém sido detectadas em rios. Além disso, destaca-se que ja foi
relatada a ocorréncia de casos de intoxicacdo aguda por essa substancia em humanos
(IMAMURA et al., 2010).

2.1.1.1 Acetamiprida

Entre os inseticidas neonicotindides, a acetamiprida ((E) -N- (6-cloro-3-piridil) metil) -
N-ciano-N-metilacetamidina) (Figura 4) é a mais comumente aplicada para o combate de
insetos como hemipteras (SANYAL; CHAKMA; ALAM, 2008) devido sua acdo sistémica.
Porém seu uso indiscriminado tem demonstrado efeitos sobre as relagdes troficas e pode ainda
atingir a saide humana (BAGRI; JAIN, 2019).

Figura 4. Estrutura-quimica-do-neonicotinoide
Acetamiprida
CH;
I AN
NS
/ CH3
Cl N

Fonte: PubChem (2021)

Por sua acgéo sistémica sobre o0s receptores nicotinicos de insetos, sdo poucos 0s estudos
de efeito deste composto sobre mamiferos (PIRES, 2013), porém Tomizawa e Casida (2005)

evidenciam que os neonicotindides apresentam sintomas semelhantes a intoxicagao por nicotina
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(Figura 5),. Assim, alguns autores alertam para 0s potenciais efeitos neurotoxicos e a
possibilidade de substancias como a acetamiprida afetarem func@es cerebrais (BLACQUIERE
etal., 2012). Além disso, a sua acdo pode afetar o sucesso ecoldgico de uma série de espécies,
caso ocorram seus efeitos deletérios sobre a reproducdo (CIMINO et al., 2017).

Figura 5: Mecanismo de acédo da acetamiprida (a), indicando a atividade a
substancia no neurdnio poés sinaptico (b) como agonista de acetilcolina (c)
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Fonte: Autoria prépria

A preocupagdo quanto aos efeitos da acetamiprida e demais neonicotindides € ainda
maior considerando a mobilidade e persisténcia desses contaminantes no ambiente. Tém
crescido o numero de estudos que identificaram concentracfes de neonicotindides em
ambientes aquaticos (HLADIK; KOLPIN, 2016; MAIN et al., 2014;MILES et al., 2018)
(Tabela 1). Alguns autores detectaram concentrac@es de acetamiprida em amostras de dgua, por
exemplo como Zheng et al. (2016), que constataram acetamiprida em mais de 55% de 35 pontos
amostrais do rio Jiulong (China). Nos Estados Unidos, Anderson et al. (2013) encontraram até
44,1 pg Lt em aguas superficiais.

No cenario brasileiro, Ribeiro et al. (2013) determinaram aproximadamente 30 pg L™
de acetamiprida em &guas superficiais em uma area de nascente do Rio S&o Lourenc¢o no estado
do Mato Grosso em outubro de 2010, além de outros sete neonicotinoides, evidenciando a

necessidade de avaliacdo para os efeitos toxicos de agentes em condigdo de mistura.
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Tabela 1: Dados de detec¢éo e quantificacdo de acetamiprida em matrizes ambientais

ao redor do mundo.

Concentracao Ano Citacao Pais Matriz/Local
MAHALI et al. . .
-1
2,50ng L 2019 (2019) China Rio Yangtze
51,2ng L? Yl etal. . )
(18,8- 15,7) 2019 (2019) China Canais urbanos
1,3ng L1 IANCU et al. A . -
(0,84-12.7) 2019 (2019) Roménia Rio Danubio
SOUSA et al. .
_ -1
0,98-75ng L 2019 (2019) Portugal Rios Ave Sousa
. ANDERSON .
-1
Ate 44,1 pg L 2013 etal. (2013) EUA Lagoas praianas
Nascente do Rio
RIBEIRO et . Séo Lourenco do
-1
23,61 pg L 2013 al.(2013) Brasil Rio S&o Lourencgo,
MT

Apesar da necessidade de delineamento de efeitos dessa substancia em organismos
aquaticos, estudos que avaliem o efeito de neonicotinoides sobre a mobilidade de claddceros,
por exemplo, sdo raros (BOWNIK; PAWLOCIK; SOKOLOWSKA, 2017). Anderson; Dubetz;
Palace (2015) identificaram Daphnia magna como uma espécie pouco sensivel a tratamentos
de até 106 mg L™, porém Tackacs et al. (2017) sugerem que a tolerancia pode variar em fungéo

da diversidade das espécies de claddceros.

2.1.2 Cianobactérias

Ao longo de sua histdria evolutiva, as cianobactérias desenvolveram alguns mecanismos
que permitiram a esses organismos, colonizar diversos ecossistemas ao redor do planeta
(MOLICA; AZEVEDO, 2009). Segundo Whitton e Potts (2012), sua alta representacdo em

ambientes aquéaticos é hoje garantida pelo desenvolvimento de estruturas que promovem
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tolerancia a radiacdo solar, a capacidade de suportarem altas concentragdes de metais e mesmo
sobreviver a temperaturas elevadas.

Dentre 0s mecanismos desenvolvidos, 0s aerotopos apresentam vantagem por
proporcionarem maior flutuabilidade. Células especializadas como os heterdcitos permitem a
fixacdo de nitrogénio enquanto os acinetos atuam como células de resisténcia sob condicdes
desfavoraveis (RAVEN, 1978), Ja a producdo de metabdlitos secundarios denominados de
cianotoxinas, podem ocasionar uma série de efeitos em outros organismos.

Westrick et al., (2010) cita que cianotoxinas foram desenvolvidas a fim de promover a
sobrevivéncia das cianobactérias sob altas concentraces de metais, porém Ferrdo-Filho et al.
(2002; 2009; 2014), tal como Holland e Kinnear (2013), destacam a importancia dessas
substancias como defesa quimica contra predadores.

Esses metabdlitos podem ser classificados em trés classes principais: as dermatotoxinas,
as hepatotoxinas e as neurotoxinas (Figura 6), apresentando diferentes toxicidades e
mecanismos de a¢do (FERRAO-FILHO et al., 2009), sendo a acéo cronica da B-Methylamino-
L-alanine (BMAA) em exposicdo ambiental relacionada a doencas degenerativas do sistema
nervoso como a Esclerose Lateral Amiotréfica, Alzheimer e Parkinson (COX et al., 2005;
COX; BANACK; MURCH, 2003; PROCTOR; MOWREY; DOKHOLYAN, 2019).

Ja para saxitoxinas, Zagatto et al. (2012) observou a intoxicacdo aguda e a mortalidade
de mamiferos, Daphnia sp. e peixes ocasionada por exposicdo a duas cepas de Raphidiopsis
raciborskii. Trabalhos como de (ABELL et al., 2008)Abell et al. (2008) e Briand et al. (2003),
verificaram a intoxicacdo ndo apenas em animais silvestres como também em domésticos,
alertando para eventos de contaminacdo em aguas associadas ao abastecimento. Além disso,
casos em humanos, levando inclusive a Gbitos, ja foram relatados na literatura (SVIRCEV et
al., 2017; CARMICHAEL et al., 2001), confirmando a necessidade de verificacao de qualidade
de 4guas para consumo, visto que os efeitos negativos a satde foram ocasionados por floracdes

de cianobactérias em reservatorios.

Figura 6: Estruturas quimicas gerais de a. Hepatotoxinas e b. neurotoxinas
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Fonte: Adaptado de Chorus & Bartram (1999).

No Brasil ocorreram casos de intoxicagcdo humana por cianobactérias, como a “Tragédia

de Caruaru” em 1996, que levou a morte de dezenas de pessoas em virtude da contaminacao de

agua destinada ao tratamento de pacientes renais por microcistina. Além do grau de impacto

inferido por esse evento, a “Tragédia de Caruaru” foi 0 Unico caso de intoxicagdo humana por

cianotoxina comprovado cientificamente no mundo (CARMICHAEL et al., 2001; AZEVEDO

et al., 2002).
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Segundo Leon-Silva; Ferndndez-Luquefio e Lopez-Valdez (2016) a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estabelece a relagdo entre o aumento de doencas em humanos
associadas a &guas contaminadas. As deteccOes de cianobactérias e cianotoxinas em
reservatorios (Tabela 2) constituem uma problematica s6cio ambiental e alguns trabalhos, como

Panosso et al. (2007) e Ferrdo-Filho et al. (2009), avaliaram amostras isoladas de reservatorios.

Tabela 2: Dados de detec¢do e quantificacdo de cianobactérias e cianotoxinas em
corpos hidricos.

Biomassa Ano Citacao Pais Local analisado
0,2-1,9mgL1de 2020 BALLOT et Myanmar  Lago Meiktila
peso fresco al. (2020)

0,16 pg. Kg* de STXs 2020 Al; LEE; Estados Residuos de
LEE (2020)  Unidos tratamento de

agua em Ohio
1,9-4 mm3 Lt 2003 FASTNER Alemanha Mar de Langer
et al. (2003)
150000 células mL 2002 MOLICA et  Brasil Reservatorio
al. (2002) Tapacura
152 - 736 pum?3 1999 BOUVY et Brasil Reservatorio
al. (1999) Ingazeira
5-7pngde STXs L 2005- LEDREUX  Franca Reservatorio
2008 et al. (2010) Champs-sur-
Marne

2121

Raphidiopsis raciborskii

A espécie Raphidiopsis raciborskii (anteriormente Cylindrospermopsis raciborskii)
(AGUILERA et al., 2018) é uma cianobactéria plancténica e filamentosa encontrada em
ambientes de agua doce que foi descrita, a principio, em ambiente de clima tropical. No entanto,
segundo Sant’Anna e Azevedo (2000) essa espécie vem formando floragdes também em
ambientes temperados, demonstrando sua capacidade de dispersdo (HAANDE et al., 2008) e
facilidade de adaptacéo a condic¢des adversas (BONILLA et al., 2012).

O aumento na biomassa de cianobactérias é favorecido pelo continuo aporte de materiais
antropogénicos e o aquecimento global podendo ocasionar riscos aos ecossistemas aquaticos
(METCALF et al.,, 2012) e & salde humana devido sua presenga em reservatorios de
abastecimento e 4gua de recreacdo (CODD et al., 1999). Assim, ha de se considerar a associacao
entre eventos de intoxicac&o coletiva por R. raciborskii (SVIRCEYV et al., 2017) e a producéo
de toxinas por algumas cepas (COSTA; FERRAO-FILHO; AZEVEDO, 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969712001349#bb0045
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As linhagens isoladas de Raphidiopsis raciborskii sdo conhecidamente produtoras de
cilindrospermopsinas (CYN) e saxitoxinas (STXs) (MOLICA et al., 2002), porém cepas
isoladas na América do Sul, vém demonstrado capacidade de produzir apenas STXs e,
evolutivamente, aparentam ter suprimido a capacidade de produzir CYN (VICO et al., 2020).

As saxitoxinas sdo alcaldides que atuam como neurotoxinas capazes de bloquear os
canais de sédio da membrana do ax6nio impedindo a propagacdo do impulso nervoso
(CHORUS e BARTRAM, 1999). Esse grupo conta com cerca de 57 analogos — podendo ser
nédo-sulfatadas (saxitoxina e neosaxitoxina), com um grupamento sulfato (goniautoxinas) e dois
grupamentos sulfato (C-toxinas) (PEARSON et al., 2010) — de toxicidade variada.

A molécula ndo-sulfatada saxitoxina ¢ umas das mais toxicas conhecidas, com uma dose
letal (DLso%) de 10 mg kg™ em bioensaios com camundongos (MOLICA; AZEVEDO, 2009).
Em ambientes aquaticos, apesar de serem altamente hidrossollveis, as STXs sao persistentes
em &guas de ambiente tropicais (CASTRO et al., 2004), e tendem a ser contidas nas células de
cianobactérias, sendo liberadas na lise resultante de estresse ou da morte do organismo
(MELEGARI, 2010).

As saxitoxinas e seu mecanismo de acao (Figura 8) tém sido, dentre as cianotoxinas, as
mais estudas farmacologicamente. Essas moléculas possuem acéo rapida, bloqueando os canais
idnicos voltagem-dependentes e levando a inibicdo da passagem dos ions Na* necessarios para

a despolarizacdo da membrana plasmatica do neurdnio pré-sinaptico (LLEWELLYN, 2006).

Figura 7: Mecanismo de a¢do da saxitoxina, indicando a atividade a substancia
no neurénio pré-sinaptico (b) como bloqueador dos canais de sédio (¢)
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O Brasil é uma das poucas na¢fes que determinam monitoramento de cianobactérias e
cianotoxinas em aguas destinadas ao abastecimento, através da portaria n.° 2914 de 2011 do
Ministério da satude (BRASIL, 2011) que determina os padrbes de potabilidade para agua
destinada ao consumo humano.

2.2 ECOTOXICOLOGIA

Os estudos ecotoxicoldgicos sdo aplicados de forma a prevenir os impactos a partir da
investigacdo dos efeitos de substancias quimicas manufaturadas e de outros materiais
antropogénicos ou naturais (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Esse tipo de estudo possibilita a
caracterizacdo e analise de resposta utilizando organismos padronizados por normas e
protocolos de 6rgdos como a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), International
Organization for Standardization (ISO) e Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

De acordo com Magalhées e Ferrdo-Filho (2008) o conceito de ecotoxicologia é amplo
e pode abordar uma série de possiveis efeitos finais — endpoints — (Figura 9), enquanto para
Lombardi (2004) os bioensaios ndo sé viabilizam a identificacdo de fontes de contaminacéo

como também os efeitos resultantes de suas interagGes (como sinérgicos ou antagonicos).

Figura 8: Etapas de respostas dos organismos as exposi¢cdes de agentes intoxicantes
com escala crescente de gravidade e irreversibilidade de dano oriundo de impactos
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Esses ensaios podem ser classificados quanto ao tipo de exposi¢édo a qual 0s organismos
serdo submetidos. Em testes agudos (Tabela 3), a duracdo da exposicdo é curta (até 96h),
mimetizando um evento pontual de contaminacdo. No geral, sdo utilizadas concentragdes
elevadas e o endpoint avaliado ¢ a letalidade, calculando-se a Concentracéo Letal 50% (CLso)
que determina a concentragdo necessaria para provocar a mortalidade de 50% dos individuos
expostos.

Ja os ensaios crénicos (Tabela 3) sdo mais extensos, podendo durar semanas. Chasin e
Azevedo (2003) alertam que a intoxicacdo cronica de organismos pode ocorrer tanto pela
acumulacdo de xenobidticos nos organismos quanto pela acdo de efeitos por exposices
repetidas/pulsadas. Nessa modalidade é observada a Concentracdo Efetiva 50% (CEso) que
reflete a quantidade necessaria para ocasionar a morte de metade dos individuos expostos
(RAND; PETROCELLLI, 1985).

Tabela 3: Comparacdo entre pontos vantagens e desvantagens de bioensaios

ecotoxicoldgicos agudo e crénico:

Ensaio Vantagens Desvantagens
Curta duracéo; Tem como endpoint a
Possibilita determinacdo de mortalidade;
limites para emisséo; Pouco sensivel a relacGes
Agudo Avaliacdo das espécies a ecologicas;
nivel de individuo; Nao considera os diferentes
Monitoramento ambiental; estagios de vida;
N&o avalia periodo de laténcia;
Avalia efeitos da Durabilidade maior que o0s
acumulacéo; ensaios agudos;
Observa parametros N&o detecta as respostas
individuais e populacionais; citoldgicas/bioquimicas.
Cronico Verifica  mortalidade e S80  necessarios  ensaios

concentracdo de efeito sobre
parametros populacionais;
Sensivel ao periodo de

laténcia;

complementares para
guantificar ~ os  endpoints

supracitados;
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Com a necessidade de verificacdo de efeitos precoces e que antecedam a morte dos
organismos, metodologias alternativas vem sendo cada vez mais testadas. Ensaios
comportamentais podem ser caracterizados por diversos parametros como, por exemplo,
movimentos natatdrios, que pode ser avaliada tanto pelo tempo em que 0 organismo permanece
nadando, quanto pela velocidade ou o tipo de natacdo (BOWNIK, 2017).

Para a ecotoxicologia aquatica, normas estabelecidas pela 1SO, Environmental
Protection Agency (EPA), OECD e ABNT aplicam como modelos para avaliagdo de tocixidade
em ambientes dulcicolas, os claddceros (PIMENTEL et al, 2010). Géneros como Daphnia
destacam-se por apresentam reproducao por partenogénese em condi¢des adequadas, mantém
uma populacdo de baixa variabilidade genética, ideal para cultivo e ensaios de toxicidade, além
de serem filtradores generalistas com capacidade de recolherem material particulado
(BROOKS; DODSON, 1965).

Daphnia similis é a espécie sugerida para ensaios pelos 6rgdos citados anteriormente.
Essa espécie foi originalmente descrita por Claus (1876) em Jerusalém, porém sua distribuicéo
se da também pela Europa (Hrbacek et al., 1978) com representantes de até 3,9 mm de
comprimento. No Brasil, Matsumura-Tundisi (1984) cita a ocorréncia de trés espécies, D.
gessneri, D. ambigua e D. laevis, além de géneros como Moina.

D. laevis, inicialmente descrita na Lagoa Amarela (MG — Brasil) ja foi identificada no
Lago Jacaré (MG — Brasil), na Colémbia e Argentina. Suas fémeas adultas podem alcancar de
1,8 a 2 mm de comprimento, metade do tamanho registrado para D. similis. Por sua vez M.
micrura, cujas fémeas partenogenéticas chegam a 0,76 mm de comprimento, tem ampla
distribuicdo pela Europa, Asia e Américas (ELIAS-GUTIERREZ et al., 2019) e vem sendo
associada a ambientes eutrofizados (ALMEIDA et al., 2009).

Como os limites de emissdo para contaminantes utilizados em regulamentagdes
brasileiras sdo baseados em ensaios com organismos nativos de outros paises 0s resultados
muitas vezes ndo exprimem relevancia ecologica em ambientes tropicais (KRULL et al., 2011)
e ndo refletem as diferentes sensibilidades entre os animais testados (CARRIQUIRIBORDE et
al., 2014). Assim, a utilizagdo de organismos modelos nativos bem como a avaliagdo de
exposicOes pulsadas e a misturas de agentes quimicos podem melhor caracterizar a
complexidade do cenario ambiental atual (DENNIS; TIEDE; THOMPSON, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos de uma cepa de cianobactéria produtora de
neurotoxina e de um inseticida neonicotinoide de forma unitaria e combinada sobre trés

claddceros: Moina micrura (nativa), Daphnia laevis (nativa) e D. similis (exdtica).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os efeitos de toxicidade aguda de uma cepa de cianobactéria neurotdxica

e do inseticida acetamiprida de forma individual e em condicdo de mistura em trés claddceros;

o Determinar os efeitos de uma cepa de cianobactéria neurotdxica e do inseticida
acetamiprida de forma individual e em condig&o de mistura sobre os parametros reprodutivos
e populacionais de duas espécies de Daphnia e uma espécie de Moina;

. Caracterizar os efeitos toxicologicos impostos por misturas de diferentes
proporcdes nas trés espécies de claddceros;

. Avaliar efeitos subletais dos dois agentes individualmente e em mistura

por meio de analise comportamental em D. similis.
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTIVO DE ORGANISMOS

Todas as culturas foram mantidas no Laboratorio de Avaliacdo e Promocédo da Saude
Ambiental (LAPSA) localizado no Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ).

4.1.1 Manutencéo de produtores primarios

As cloroficeas Pseudokichneriella subcapitata e Ankistrodesmus falcatus foram
cultivadas em meio LC oligo com pH ajustado para 7,0 e aeragcdo constante conforme a norma
NBR 12648/2018. Ambas as culturas foram mantidas a temperatura de 23+ 1°C, com
intensidade luminosa de 40 umol m'2s* e fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h.

A cepa LETC-CY-05 da cianobactéria Raphidiopsis raciborski foi isolada do
Reservatorio do Funil em Itatiaia — RJ. A cultura foi mantida em meio WC conforme o método
de Guillard (1975), com pH ajustado a 7,5+ 0,5 e temperatura a 23+ 1°C, com intensidade
luminosa de 20 umol m?2 s e fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h.

A manutencdo da cepa foi efetuada em volume de 100 mL de meio WC e aumentada
para 400 mL do meio para a realizacdo de testes, utilizando a fase de crescimento exponencial
da cultura (7 a 10 dias).

4.1.2 Manutencéo de claddceros

O clone de Daphnia laevis (Figura 10a), escolhido como representante de ambiente
aquatico tropical, foi isolado do Lago Jacaré, situado no Parque Estadual do Rio Doce (MG),
enguanto o clone deMoina micrura (Figura 10b) foi isolado do Rio Iguagu, na regido da Baixada
fluminense (RJ). D. similis (Figura 10c), cedida pelo LABTOX/UFRJ, é uma espécie
representante de ambientes temperados e considerada padrdo para testes ecotoxicoldgicos no
Brasil, segundo a ABNT NBR 12713/2004.

Figura 9: Clones de cladoceros utilizados nos ensaios ecotoxicologicos: a. D. laevis;
b. M. micrura; c. D. similis
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Fonte: Autoria propria

Todas as culturas foram mantidas em meio artificial RT (TOLLRIAN, 1993) adaptado
com 30% de &gua oriunda de fonte natural — Parque Estadual da Pedra Branca - Rio de
Janeiro/RJ. Também foi adicionado um extrato de acidos himicos (Microbe-lift® Amazon
Black & Soft Water Conditioner, USA) na proporcdo de 0,5 mL para cada litro de meio RT.
Para alimentacdo, foi mantida uma dieta de cloroficeas com suspenséo alimentar de cloroficeas
fixada em 0,5 mg C L Pseudokirchineriela subcapitata e 0,5 mg C L de Ankistrodesmus
falcatus.

4.2 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

4.2.1 Preparo de LETC-CY-05

A cultura de LETC-CY-05 foi mantida em 400 mL de meio WC por £ 10 dias (Figura
11a) e, com 24h de antecedéncia ao inicio da exposicdo, duas amostras de 40 mL foram
retiradas, filtradas em filtros de fibra de vidro, secas por 24 h em estufa a 60 °C e, por fim,
pesada, para a determinacdo da biomassa em peso seco (mg PS) (Figura 11c).

Também foram filtradas duas amostras de 20 mL cada para posterior extracdo e
quantificacdo de STXs, sendo armazenadas a seguir a -30 °C (Figura 11b). A cultura foi mantida
a 4 °C e ao abrigo de luz para utilizacdo nos ensaios e uma aliquota foi retirada para
determinacdo da densidade celular em camara de contagem Fuchs Rosental (Figura 11e)
conforme Hillebrand et al. (2002).



Figura 10: Esquema de cultivo de LETC-CY-05 (a) e preparo de filtros (b) para
determinacédo de biomassa (c) e extracdo de toxinas (d) e utilizagdo em ensaios de
toxicidade (e)
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Fonte: Autoria prépria

4.2.2 Preparo de acetamiprida

34

A Acetamiprida (C10H1:CIN4), disponivel em po cristalizado, foi obtida da Sigma-

Aldrich (Brasil) a 99 % de pureza e, a partir dela foi preparada uma solugéo estoque de 50 mg.L"

1A solucdo foi mantida ao abrigo de luz com temperatura de 4 °C para ser utilizada

posteriormente nos tratamentos.

4.2.3 Exposicdes

Os ensaios agudos foram realizados a partir da separacdo de neonatos com até 24 h de

nascimento (Figura 12a), sendo 10 individuos de cada clone separados para medicdo (Figura

12b). Posteriormente, foram efetuados tratamentos em sistema de triplicadas com 30 mL de

suspensdo contendo 10 organismos cada (Figura 12c¢) e com alimentacédo fixadaem 1 mg C L

! mesma concentracdo utilizada para manutencdo, a fim de reduzir efeitos associados a

deficiéncia nutricional.
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Figura 11: Desenho esquematico de preparo e execugdo dos testes de exposi¢do aguda
de 96 horas onde (@) representa a separacdo de neonatos, (b) a medicao do comprimento
inicial, (c) o preparo dos tratamento e (d) a contabilizacdo de indviduos mortos ap6s 96
horas seguida de (e) medicdo do comprimento final dos sobreviventes
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Fonte: Autoria prépria

Os experimentos tiveram duracdo de 96 h em modelo semi estatico — com renovacao do
meio e contabilizacdo de mortes a cada 24 horas — e, ao término das exposic¢des 0s sobreviventes
foram encaminhados para medicdo em lupa estereoscopica Olympus SZ6145STR com
magnificacdo de 10-20x a fim de calcular a taxa de crescimento somatico, conforme indicado
na equacgéo 1 abaixo:

(LnCf) - (Ln Ci)
At

Onde Ci ¢ o comprimento inicial, Cf o comprimento final e At o tempo do experimento
em dias.

Para todos os ensaios agudos foram efetuados testes preliminares e, a partir desses
resultados, foram definidos os tratamentos com intervalos polinomiais (2 Xx) para a

determinacédo da CLso de acordo com o0 exposto na Tabela 4.
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Tabela 4: Diluicdes efetuadas para ensaios de toxicidade aguda — 96 h — para D. similis, D.

laevis e M. micrura submetida aos toxicantes — individuais e em mistura —:

Toxicante Organismos Concentracdes utilizadas (ug.L™)
D. similis 0, 250, 500, 1000, 2000
LETC-CY-05 D. laevis 0, 250, 500, 1000, 2000
M. micrura 0, 250, 500, 1000, 2000
D. similis 0, 100, 200, 400, 800
Acetamiprida D. laevis 0, 200, 400, 800, 1600
M. micrura 0, 500, 1000, 2000, 4000
Mistura - D. similis 0, 0+RR, 250, 500, 1000
R. raciborskii fixa D. laevis 0, 0+RR, 1500, 3000, 6000
em funcdo da
Clso M. micrura 0, 0+RR, 1500, 3000, 6000
Mistura - D. similis 0, 0+ACE, 200, 400, 800
Acetamiprida fixa D. laevis 0, 0+ACE, 1250, 2500, 5000
em funcdo da
Clss M. micrura 0, 0+ACE, 1250, 2500, 5000

OBS.: Os ensaios das misturas ocorreram simultaneamente e as concentragcdes 0 + RR e 0 + ACE foram tratadas

como um controle de validagéo.

Apbs os resultados dos ensaios individuais foram estabelecidos os critérios para a
determinacdo da concentracdo de cada agente nos ensaios com misturas, sendo utilizado um
tratamento contendo apenas a concentracdo referente a CLso do toxicante fixado a fim de validar
o efeito com base na exposicdo unitaria. Em todos os tratamentos foi fixada a concentracao de
um dos agentes — R. raciborskii ou acetamprida — com base na sua CLso individual para cada
clone e a concentracdo do outro toxicante variou de forma a contemplar proporc¢des 2:1, 1:1 e
1:2 entre a cianobactéria e o pesticida de forma que, em a0 menos um tratamento, sua

concentracdo na mistura fosse equivalente a sua CLsg unitaria.

4.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA
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4.3.1 Preparo de LETC-CY-05

A cepa foi preparada conforme descrito no item 4.2.1 e o procedimento de preparo foi

efetuado no inicio e no meio das exposi¢des

4.3.2 Preparo de Acetamiprida

Foi preparada uma solucédo conforme descrita no item 4.2.2.

4.3.3 Exposicdes

Foram utilizadas quatro concentra¢fes para todos os agentes conforme indicado na
Tabela 5. Os valores foram definidos a partir da CL1o — D. similis — e CLis — M. micrura e D.
laevis — estimadas nos ensaios agudos, a fim de reduzir a interferéncia de danos na
sobrevivéncia sobre parametros reprodutivos.

Os ensaios foram conduzidos em sistema de 15 réplicas contendo um individuo de até
24 h de nascimento cada (Figura 13). Da mesma forma que as exposi¢oes agudas, foi fixada a
concentracéo de 0,5 m.C L~ ! de cloroficeas para a garantia de fonte nutritiva. Cada réplica foi
preparada com suspensdo de 30 mL e os meios de cultura foram renovados diariamente. Foram
observados como parametros: a sobrevivéncia, a idade da primeira reproducdo (primipara), o

namero de neonatos produzidos por fémea e mobilidade.
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Figura 12: Modelo de exposicdo aplicado em ensaios de toxicidade cronica com
duracdo de 14 dias

U
\ B 1

Controle Conc. Conc. conc.
2 3

A

01234567 89 10 1 12 13 14

Fonte: Autoria prépria

Tabela 5: Diluicdes efetuadas para ensaios de toxicidade cronica — 15 dias para D. similis, D.

laevis e M. micrura submetida as 3 variantes testadas:

Concentrac0es utilizadas

Agente Toxico Organismos .
(Mg L)
LETC-CY-05 D. similis 0, 12,5, 25, 50
D. laevis 0, 100, 200, 400

Moina micrura

0, 100, 200, 400

Acetamiprida D. similis
D. laevis

Moina micrura

0, 50, 100, 200
0, 100, 200, 400
0, 100, 200, 400

Mistura D. similis
D. laevis

Moina micrura

0, 25, 50, 75
0, 75, 150, 300
0, 75, 150, 300

Assim como nos ensaios agudos, foram postuladas condi¢des para a definicdo das

concentracgdes utilizadas nos ensaios da mistura. Como nos ensaios agudos o efeito de letalidade
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foi validado com a exposi¢do dos organismos as suas respectivas CLso para R. raciboskii e esta
CLso também foi estabelecida como a concentragdo para o agente fixado. Da mesma forma,
foram utilizadas proporgdes correspondentes ao ensaio agudo estabelecida conforme os
critérios descritos, porém em concentragdes que contemplassem os efeitos observados em 15

dias de exposicao

4.4 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Os ensaios comportamentais foram efetuados com juvenis de Daphnia (4-6 dias), em funcao
de seu tamanho corporal ja estabelecido. Os juvenis foram transferidos para suspensdes contendo de
30 mL dos tratamentos em meio RT e alimentagéo fixada em 0,5 mg C.L™ de cloroficeas. Para cada
tratamento, incluindo o controle, foram dispostas 10 réplicas contendo um individuo cada (Figura
14).

Os individuos foram colocados em uma camara de exposi¢do de acrilico de 2 x 2 cm dividida
em quatro compartimentos. Os animais ficaram expostos em agua de cultivo contendo alimento
(cloroficeas - Controle) ou tratamento e filmados durante 1 min em lupa Olympus SZ6145STR
(objetiva 2X) por 1 min com uma webcam Microsoft de alta resolugdo, com uma taxa de 15 frames
seg.

Cada individuo foi submetido ao tratamento correspondente a CLso estimada nos ensaios
agudos (Tabela 6) e aclimatado por 10 minutos e submetido a exposi¢oes de 0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h
e 24 h sucessivamente e, ao término do experimento, a velocidade, a distancia percorrida, e 0s tempos
de movimento de natacdo, de repouso e estereotipado foram analisados no software FioTracker
(I0C/Fiocruz).

O tempo em repouso foi determinado pela soma do nimero de segundos em que D. similis
ficou imdvel ou apresentou apenas rotagdes corporais; 0 tempo ambulatorial foi estimado pelo tempo,
em segundos, em que 0s animais percorreram distancias maiores que o dobro de seu tamanho,
caracterizando “saltos”; ja o tempo estereotipado foi calculado pela soma de segundos em que os

animais se deslocaram por distancias inferiores a seu tamanho corporal (FEIJOO et al., 2019).
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Figura 13: Esquema de execucéo de teste aplicado para avaliacdo de efeito
comportamental onde (a) é a separacao de neonatos para (b) manutencédo por 4-6
dias e (c) aplicacdo nos ensaios, nos quais (d) € a colocacdo dos organismos em
camara de acrilico para (e) gravacdo de videos e (f) analise.

Animais expostos &
2os tratamentos

Fonte: Autoria propria

Tabela 6: Diluicdes estabelecidas para utilizagdo nos ensaios comportamentais de 24h

Concentracoes utilizadas OBS:

Agente Toxico Organismo teste
’ ; (hg L)
LETC-CY-05 D. similis 250 indica as
Acetamiprida D. similis 450
MIX D. similis 400:400*

concentracdes utilizadas para a proporcao 1:1 entre R. raciborskii e ACE na mistura
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4.5 ANALISE DE DADOS

Os célculos de efeitos para mistura de n elementos foram realizados conforme Jonker et
al. (2005), utilizando os valores de CLso e CEso estimados para 0s agentes individualmente para

a determinacdo de efeito nos tratamentos aplicados conforme a férmula descrita na equacéo 2:

n
Do
L Cxis
=1

Onde ci é a concentracdo da substancia utilizada na mistura, Cxso é a concentracédo de
efeito (CE) ou letal (CL) da substancia quando aplicada individualmente e UT é a unidade toxica
que representa o efeito estimado para o tratamento. As estimativas de efeito obtidas foram
categorizadas como efeito antagénico — CEsomix > UT —, efeito sinérgico — CEsomix < UT —,

efeito aditivo — CEsomix = UT — e Potencializagdo — CEsomix < 2UT —.

Para os célculos de CLso e CEsg dos ensaios agudo e crénicos foi utilizada a plataforma
online MOSAIC (CHARLES et al., 2018). Os parametros populacionais do ensaio cronico
(idade da primeira reproducdo, fecundidade e o nimero de neonatos produzidos por fémea)
foram analisados por ANOVA unidirecional e as diferencgas entre tratamentos foram analisadas
por Teste de Tukey (p <0,05) e parametros natatérios foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk
para avaliacdo da normalidade dos dados e, posteriormente, foram comparados com o controle
de cada exposicao pelo teste andlise de variancia (ANOVA). A determinacdo de efeitos dose-

resposta foi efetuada por meio de correlacdo de Pearson.

As analises de sobrevivéncia para 0s ensaios agudos e cronicos foram realizadas
utilizando o software R versdo 3.4.2, enquanto 0s parametros reprodutivos e de crescimento
foram avaliados programa GraphPad Prism versdo 9.00. Para todas as analises foi utilizando

limite de confianga igual ou superior a 95 % (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho, foi verificada diferenca na toleréncia a cada toxicante pelos clones,
refletindo em diferentes concentracGes de cada agente na mistura para as trés espécies. Ainda,
nas andlises de sobrevivéncia foi avaliada uma possivel relacdo entre as respostas e as

proporcoes de LETC-CY-05 e acetamiprida na mistura (Tabela 7).

Tabela 7: Dados para a relacéo entre as concentragdes da cepa LETC-CY-05 (ug PS L
1Y e ACE (ug L) quanto a proporgdo de cada agente nos ensaios da mistura

.. Mistur
Tipo de _ LETC-CY-05  Acetamiprida Tstula
Ensaio Espécie . . otal  proporcao
(MgPSL™) (Mg L™) i
(Mg L™

250 125 375 2:1
250 250 500 1:1
250 500 750 1:2¢8

D similis
200 400 600 1:2
400 400 800 118
800 400 1200 2:12

Agudo

3000 1500 4500 2:1
3000 3000 6000 1:1@

D. laevis
3000 6000 9000 1:22

e
1250 2500 3750 1:2
M. micrura
2500 2500 5000 1:1
5000 2500 7500 2:12
25 25 50 1:1
D. similis 25 50 75 1:2
) 25 100 125 1:3
Croénicos

D. laevis 150 75 225 2:1
e 150 150 300 1:1
M. micrura 150 300 450 1:2

2 indicam tratamento em que os dois agentes foram aplicados na mesma proporcao que o tratamento
anterior porém em concentragdes superiores, por exemplo: 2:1 apresenta uma concentracao total dos toxicantes
inferior a 2:1 ® apesar de ambas seguirem a mesma ordem de proporcéo entre eles.
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5. 1 ENSAIOS AGUDOS

5.1.1 Crescimento somatico
5.1.1.1 LETC-CY-05

As taxas de crescimento média das trés espécies de microcrustaceos expostas a
cianobactéria R. raciborskii (LETC-CY-05) com seus respectivos tratamentos estdo
apresentados na Figura 15. Os resultados para M. micrura (p valor = 0,3358) e D. laevis (p valor
= 0,4626) ndo apresentaram efeitos significativos sobre o crescimento, com valores de CEso de
10895 pg PS Lt e 9604 pg PS L respectivamente, sendo estes superiores as concentracdes
maximas testadas (Tabela 8). Na concentragdo de 2000 pg PS L foi observada reducéo de
9,71% no crescimento somatico médio M. micrura e de 12,05% em D. laevis. Em contrapartida,
D. similis (p valor <0,0001) apresentou diferenca significativa para os quatro tratamentos em
relagdo ao controle (CEso = 988,7 ug PS L) sofrendo reducéo de 29,88% no crescimento a
partir de 250 pg PS L com efeito dose-reposta (R=-0,9747).

Figura 14: Taxa de crescimento média para trés espécies de microcrustaceos
expostos a cianobactéria R. raciborskii com seus respectivos tratamentos e
desvio padrédo para cada tratamento comporto pro 3 replicatas
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Tabela 8: ConcentragGes de Efeito (CEso) estimadas para o crescimento somatico de
microcrustaceos expostos aos toxicantes — cianobactéria e pesticida — de forma unitaria

e em mistura durante 96 horas

CEso para taxa

Agente toxico Organismo teste de crescimento IC 95%
(ug L)
D. similis 988,70 742,9 - 1357
LETC-CY-05 D. laevis 9604* 4678 - 14530
Moina micrura 10895* 5108 — 16682*
D. similis 367,80 284 — 499,7
Acetamiprida D. laevis 733,2 551,60 — 945,20
Moina micrura 3811 2463 — 5319*
D. similis - -
Mistura D. laevis - -

Moina micrura - -
Obs.: “*” indica valores acima da concentragcdo maxima testada;

“-” indica exposi¢des para as quais a estimativa de CEso ndo foi possivel

Em um trabalho de exposicéo aguda a 50 ng L ao farmaco diltiazem (bloqueador de
canais de calcio) sobre Daphnia magna, Steinkey et al (2019) também ndo observaram danos
ao crescimento, mas houve aumento na taxa metabélica. Os autores atribuem esse efeito a
alimentacdo dos animais, ou seja, por manterem uma dieta considerada nutritiva, mesmo com
a exposicdo, o desenvolvimento dos animais ndo € afetado devido a uma compensacdo na
demanda energética atravées da alimentacao.

Em ensaios com compostos perfluorados, Seyoum et al., (2020) verificaram para a
mesma espécie 25% de reducio no tamanho corporal na concentragdo de 10 umol L apds 7
dias de exposicdo e posteriormentendo foi observado efeito, sugerindo uma compensagédo
tardia. Apesar de Aradjo et al. (2019) descreverem padrdes de resposta similares entre espécies
monofiléticas, D. magna pode ser mais tolerante a poluentes neurotdxicos que como D. similis,
o0 que reforca a aplicabilidade de espécies nativas para analise de risco.

Reis (2018) constatou que cladoceros tropicais, como D. laevis, apresentam reducao no
crescimento somatico quando expostas a uma dieta contendo 90% da cianobactéria R.
raciborskii. Segundo a autora, a dieta é, efetivamente, um fator que contribui para a expressao
de alteracBes no crescimento somatico. Cabe ressaltar que nos ensaios conduzidos foi

estabelecida a concentracdo de alimento palatavel (cloroficeas) , o que pode ndo ocorrer em
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ambiente natural, e assim a compensacao energeética pode néo ser viavel devido a diminuigéo
na disponibilidade ou auséncia de alimento (STEINKEY et al., 2019).

5.1.1.2 Acetamiprida

Em relacdo a taxa de crescimento somatico para 0s trés microcrustaceos expostos a
acetamiprida (ACE) conforme seus respectivos tratamentos (Figura 16), D. similis (CEso =
367,8 pg L) se mostrou tdo sensivel quanto constatado na exposicdo a LETC-CY-05 exibindo
um padrdo dose-dependente. Da mesma forma, D. laevis (CEso = 322,2 ug L) (Tabela 8)
demonstrou uma tendéncia a reducgdo no crescimento somatico com o aumento de concentragéo,
sendo afetada a partir da menor concentragéo (200 pg L™).

Moina micrura (Figura 16), assim como D. laevis, diferentemente do que foi observado na
exposicdo a cianobactéria, sofreu redugdo na taxa de crescimento para todos os tratamentos em
relacdo ao controle, sendo 2,86 vezes mais sensivel ao pesticida que a cianobactéria (CEso =
3811 pg L) (Tabela 8).

Figura 15: Taxa de crescimento médio para trés espécies de microcrustaceos expostos a
acetamiprida (ACE) com seus respectivos tratamentos e desvio padréo para cada

tratamento
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Em ensaios de 21 dias, Li et al. (2021), verificaram que exposi¢do a 1,2 mg L™ do
plastificante ftalato de butil benzilico (BBP) provocou um aumento na ocorréncia de
deformidades nos espinhos caudais de D. magna e, ainda, que o crescimento do claddcero foi
afetado em seus sete primeiros dias de vida. Para cladoceros o crescimento normalmente esta
atrelado a maturacdo, logo individuos tendem a crescer a medida que se tornam aptos para a
reproducdo (FLAHERTY; DODSON, 2005). Além disso Tessier et al. (1983) demonstrou que
h& uma correlagdo entre as reservas energéticas e o crescimento com a reproducao e, até mesmo
o0 tamanho da prole.

Devido a sua acao sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina, os neonicotindides
podem afetar o processo de muda em insetos (KOBASHIA et al., 2017), demonstrando efeitos
sobre o0 peso, crescimento e desenvolvimento de larvas (SHI et al., 2020). Esse tipo de dano
em estagios de vida tdo iniciais pode comprometer toda estrutura populacional e anteceder
impactos significativos sobre a rede trofica.

5.1.1.3 Mistura

Quanto a taxa de crescimento somatico para 96 h de exposicdo a mistura s de
proporcdes variadas dos dois agentes, as trés espécies demonstraram um padrao irregular e
alta variabilidade entre as réplicas analisadas para cada tratamento (Figura 17), o que
impossibilitou a estimativa de uma concentracdo de efeito para os trés clones dentro do
intervalo de concentracdes testado (Tabela 8).

D. similis apresentou uma tendéncia de reducao em seu crescimento corporal conforme
0 aumento na porcdo de acetamiprida dentro da mistura, mas s foi observado efeito
significativo entre 500 (proporc&o 1:2%) e 750 pg L (proporgéo 2:1, tabela 7). Enquanto isso,
para D. laevis, foi verificada uma tendéncia na reducao de seu crescimento na concentracdo
1:1 (5000 pg L) e o mesmo foi observado para M. micrura na mesma proporgéo, porém a

uma concentragéo superior a de D. laevis (6000 pg L) (Figura 17).
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Figura 16: Taxa de crescimento somatico para 4 dias de exposi¢ao a mistura com seus
respectivos tratamentos e desvio padréo para cada tratamento composto por 3 replicatas.
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Em ensaio crénico com nanoparticulas de prata (AgNPS), D. similis teve um aumento
de 8% em seu comprimento corporal e de 33,6% em sua massa seca quando exposta a 1,0 pg
kg! de AgNPs (WANG et al., 2018), sendo os efeitos associados, também, a baixa
concentracdo ou auséncia de alimento nutritivo . O autor postulou que o cladoceros podem ter
alterado sua resposta toxicofisiol6gica em funcéo de baixas concentracdes. Respostas opostas
ao esperado, como aumento no crescimento corporal e na duragdo do ciclo de vida em fungéo
de exposicdes vém sendo relatadas outros estudos (STEVENSON et al., 2013, 2017; JIAO et
al. 2014b).

AlteracGes noi ciclo de vida podem impor danos substanciais a espécies com ciclo de
vida mais rapido, tais como Moina micrura, cujo desenvolvimento embrionario é de até 24 h
(MURUGAN, 1975). Assim, um prolongamento associado a utilizagdo de inseticidas
neurotdxicos pode, ainda, aumentar o risco desses organismos serem afetados por fatores e
pressdes ambientais tais como mudancas sazonais e susceptibilidade a inimigos naturais.

Sabe-se que inimeras fontes de estresse podem afetar microcrustaceos, desde a radiagao
ultra violeta (UV) (LUO et al., 2018) até contaminantes emergentes e 0 crescimento em

Daphnia tem uma relagdo direta com a biossintese de aminoacil-tRNA (YEBRA;
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HERNANDEZ-LEON, 2004). Wang et al. (2018) ressaltam que o estimulo desse processo por
fontes externas e internas pode, até mesmo, favorecer o rapido crescimento de D. similis.
Assim, a variabilidade no crescimento de D. similis e D. laevis na mistura pode estar
associada a efeitos secundarios ocasionados pela influéncia da exposicao ao inseticida sobre o
comportamento alimentar. Dessa forma, o efeito de inseticidas sobre o zooplancton ainda
poderia ocasionar um crescimento de microalgas e cianobactérias devido a inibigédo da atividade
predatoria. Muturi et al. (2017) observam que essas substancias reduzem a diversidade e

alteram a estrutura das comunidades de macroinvertebrados.

5.1.2 Sobrevivéncia

5.1.2.1 LETC-CY-5

A sobrevivéncia de D. similis, D. laveis e M. micura expostas a cepa LETC-CY-05
durante 48 h e 96 h também foi avaliada conforme apresentado na Figura 18. Quando exposta
a cianobactéria R raciborskii, D. similis se mostrou a espécie mais sensivel, com sobrevivéncia
reduzida a 66,67% apds 48 horas e a 46,77% apds 96 horas de exposicao logo na menor
concentragéo testada (250 pg PS L) (Figura 18a). Na maior concentragdo (2000 pg PS L?)
apenas 23% dos individuos sobreviveram apds 96 horas de exposicao, refletindo em uma CLso
estimada em 284 pg PS L para LETC-CY-05 (Tabela 9).

Daphnia laevis apresentou uma reducdo de 10% na taxa de sobrevivéncia em 250 ug
PS L, porém na concentragio 2000 pg L™ — 8 vezes superior a menor testada — a redugéo foi
de 25% conforme indicado na Figura 18b. Com isso, os danos a sobrevivéncia ndo foram
significativos a ponto de possibilitar uma estimativa de uma concentracao de letal (CLso) dentro
das concentraces utilizadas (Tabela 9).

Em exposicdo a cepa LETC-CY-05, a sobrevivéncia de M. micrura nao foi afetada em
nenhum tratamento nas primeiras 48h de exposicdo e mesmo em 96 horas, na maior
concentragdo (2000ug PS L), a sobrevivéncia ndo foi significativamente reduzida, alcangando

a taxa de 0,8 (Figura 18c) e impossibilitando uma estimativa de concentragéo letal.
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Figura 17: Curva de sobrevivéncia de a. D. similis, b. D. laveis e ¢. M. micura expostas a cepa
LETC-CY-05 durante 48 horas e 96 horas com desvios padrdes para cada tratamento compostos
por 3 repé,icatas.
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R. raciborskii tem o potencial de produzir uma grama de variantes de toxina (STX,
GTX2, GTX3, dcSTX dentre outras) sendo as dcSTX detectadas em culturas mantidas a partir
de 25° C (CASTRO et al., 2004), temperatura média de ambientes tropicais. As STXs estdo
fortemente associadas a reducdo de sobrevivéncia e imobilidade em claddceros (COSTA, 2013;
FERRAO-FILHO et al., 2014).

Segundo Costa et al. (2013) no ambiente, as cianobactérias produtoras de toxinas podem
desencadear efeitos no zooplancton que corroboram a exclusdo de espécies mais sensiveis e
também a reducdo da pressdo de predacdo desses organismos sobre o fitoplancton. Em um
ensaio de mobilidade com D. laevis, Restani e Fonseca (2014) observaram uma baixa taxa de
mortalidade em 24 horas de ensaio e tratamento de até 10° células/mL™. D. laevis também foi
pouco afetada em ensaios agudos com as cepas MYRF e LETC-CY-05-01 individualmente,
apresentando efeitos marginais na sobrevivéncia a 125 pg L de LETC-CY-05-01, enquanto o
clone de Moina micrura isolado do Lago Pari-Calado — Amazonas foi sensivel a todos os
tratamentos (FERRAO-FILHO et al., 2017)
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Em ensaio com D. magna, dietas contendo R. raciborskii afetaram o tamanho corporal
e, a uma dieta de 100% da cianobactéria, a sobrevivéncia foi reduzida a uma taxa de 0,21 apds
7 dias de exposigdo em ensaio de 11 dias de duragdo (SOARES et al., 2009). Entretanto, a
mesma cepa provocou a reducdo da atividade natatéria em D. pulex, o que pode estar
relacionado ao mecanismo de acdo das STXs, que atuam com o bloqueio de canais de sddio em
células nervosas, acarretando na interrupgéo dos impulsos nervosos (Ferrao-Filho et al., 2007).

Em uma andlise cronica comparativa, uma cepa de Cinlindrospermopsis. curvispora —
ndo-produtora de MCs — se mostrou mais letal @ Daphnia lumholtzi que tratamentos contendo
microcistina-LR pura e células vivas de Microcystis aeruginosa — produtora de MCs — (VO et
al., 2020). Dessa forma, apesar de efeitos observados sugerirem uma acdo das toxinas
produzidas por LETC-CY-05 sobre os clones testados, como foram utilizadas suspensdes com
células vivas e, assim como em descrito por Ferrdo-Filho et al. (2017), os efeitos de outros
compostos produzidos pela cianobactéria ndo devem ser excluidos.

Daphnia spp. em outros estudos demonstrou potencial para quebrar filamentos de
cianobactérias como R. raciborskii, fragmentando-os em porgcbes menores e comestiveis
(COSTA, 2013; OBERHAUS et al., 2007). Assim, devido ao maior tamanho corporal de D.
similis é possivel que uma alta ingestdo de LETC-CY-05 tenha favorecido sua intoxicacao.

Ka et al. (2012) observaram que claddceros pequenos como Moina micrura podem até
mesmo consumir filamentos de R. raciborskii, utilizando a cianobactéria como recurso
alimentar. Considerando que o clone utilizado nesse trabalho foi isolado de um ambiente com
alto grau de eutrofizacdo, existe a possibilidade de o clone apresentar resisténcia associada ao

historico de sua dieta em ambiente natural.
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Tabela 9: Concentragio Letal (CLso) em pg L estimada para exposicdes de 48 e
96 horas de exposi¢do em ensaios agudos.

Agente

Toxico Organismos  CLsp 48h IC 95% CLso 96h IC 95%
D. similis 860 [532; 1570] 284 [185; 434]
LETC-CY-05 D. laevis - - 3270* [1780; 7230]
M. micrura - - 3220* [2240; 5390]
D. similis 1260* [786; 2260] 449 [165; 958]
Acetamiprida D. laevis 3180* [2080; 5600] 2620* [1640; 4760]
M. micrura - - 6460* [4430; 10800]
D. similis 931 [808 ; 1130] 684 [588 ; 805]
Mistura D. laevis 11400*  [9380; 14900] 8340 [5970; 11200]

M.micrura  11800%  [9770;4900]  10100*  [7930; 13300]

“-” indica exposicdes para as quais a

Obs.: “*” indica valores acima da concentragdo maxima testada;

estimativa de CLso ndo foi possivel

5.1.2.2 Acetamiprida

Quando comparamos os efeitos da cianobactéria sobre as trés espécies de
microcrustaceos, com os efeitos apresentados pelo inseticida, verificamos que o inseticida
acetamiprida demonstrou ser menos efetivo a D. similis (CLso = 449 ug L) e mais letal a D.
laevis (CLso = 2620 pg L1) quando comparado a cianobactéria (Figura 19). Apesar disso, assim
como observado com LETC-CY-05, os claddceros tropicais se mostraram mais tolerantes que
a espécie de ambiente temperado (Tabela 9).

A sobrevivéncia de D. similis foi reduzida a 90% ja nas primeiras 24 horas de exposicao
em 400 pg L do neonicotinoide. Houve uma reducio na sobrevivéncia em fungéo do tempo
de exposicdo e a cada intervalo de 24 horas foi verificada uma reducdo média de 2 vezes para
400 ug L e de 1,8 vezes em 800 pg L™

A taxa de sobrevivéncia de D. laevis em 200 pg L™ foi 1,33 vezes superior & observada
no claddcero de regido temperada apds 96 horas de exposi¢do. Apesar disso, D. laevis foi pouco
afetada pelo inseticida, com mortalidade maxima de 20% em 1600 g L (Figura 19b). Por sua
vez, M. micrura ndo apresentou efeitos significativos quanto a sobrevivéncia em 48 horas e, em
96 horas, a maior concentragdo (4000 pg L) alcangou 15% de mortalidade levando a uma

estimativa de CLsg superior a concentracdo maxima testada.
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Figura 18: Curva de sobrevivéncia de a. D similis, b. D. laveis e c. M.micura expostas ao
neonicotinoide acetamiprida durante 48 horas e 96 horas com desvios padrdes para cada tratamento.
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D. similis e D. laevis demonstraram, respectivamente, taxa de sobrevivéncia 11,5e 11,1
vezes menor que o determinado por Raby et al. (2018) para Ceriodaphnia dibia. Os autores
concluiram que em exposicdo a 2,71 mg L™ de acetamiprida, a sobrevivéncia de C. diibia sofreu
diminuicdo de 10% em ensaios cronicos e a producdo de neonatos foi 9,36% menor que em
individuos ndo expostos.

Vehovxzky et al. (2015) usaram o caracol Lymnaea stagnalis para estudar os efeitos
neurofisioldgicos inibitorios de diferentes neonicotindides e observaram quem em 0,1 mg.L?! a
acetamiprida foi capaz de inibir em 58% as sinapses excitatdrias colinérgicas entre neurénios
do sistema nervoso central.

Na classificacdo de risco de pesticidas agricola com método preditivo, a acetamiprida
foi 0 segundo neonicotinoide com maior risco toxicoldgico a espécies aquaticas. Nesta analise,

foram considerados dados secundarios de efeitos de pesticidas sobre peixes, crustaceos, algas e
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macrofitas e o nenonicotinoide destacou-se por sua capacidade de inibi¢cdo do sistema nervoso
(WHITESIDE et al., 2008).

Em uma andlise ecoldgica, (GUTIERREZ et al., 2020) avaliaram os efeitos do inseticida
organofosforado clorpirifés (CLP) em uma assembleia zooplanctdnica composta por rotiferos,
copépodes e cladoceros (i.e. Ceriodaphnia sp. e Moina sp.) submetida a pressao predatéria. Os
autores observaram uma reducdo na riqueza de claddceros correlacionada com a predacgéo
imposta por peixes. A hipotese, baseada em Havens et al. (2009) é que a contaminacéo e a
predacgéo sdo eventos com efeitos diferentes caso ocorram individualmente ou combinados e 0s
efeitos dessa interacdo podem alterar toda a composicao da assembleia desencadeando efeitos

adversos.

5.1.2.3 Mistura

Assim como nos dois ensaios individuais, Daphnia similis foi a espécie mais sensivel
(Figura 20a, Tabela 9). Quando submetida ao tratamento de 750 pg L™ da mistura, (250 pg
PS.L* de cianobactéria e 500 pg L inseticida) (Tabela 8), a taxa de sobrevivéncia foi de 0,73.
Contudo, em 375 pg L* de mistura (250 pug PS.L! de cianobactéria e 125 pg L de
acetamiprida) a sobrevivéncia foi 1,25 vezes menor, evidenciando uma associagao entre o efeito
e a proporcdo de LETC-CY-05, ou seja, uma porc¢do superior de cianobactéria na mistura gera
um impacto maior que o somatorio das concentracdes dos dois agentes.

A maior mortalidade em D. similis ocorreu no tratamento contendo 1200 pg L™ de
mistura (2:1%) (Tabela 8), no qual a concentragdo de cianobacteéria utilizada foi 2,82 vezes maior
do que a sua CLso (Tabela 9). A taxa de sobrevivéncia estimada para a caracterizacéo de efeito
sinérgico entre os dois agentes seria, no maximo, 0,18, contudo, experimentalmente, a

sobrevivéncia foi 2,87 vezes menor do que o esperado (Tabela 10).
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Figura 19: Curva de sobrevivéncia de a. D similis, b. D. laveis e ¢c. M.micura expostas a
mistura contendo R. raciborskii e o neonicotinoide acetamiprida durante 48 horas e 96 horas
com desvios padrdes para cada tratamento
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Como dito anteriormente, foi observada uma forte correlacdo entre a propor¢do dos

agentes e sobrevivéncia nas exposic¢des agudas. Em D similis, as taxas de sobrevivéncia para as

proporcdes 1:2 e 1:2% (0,73 e 0,40) (Tabela 10) corroboram a hipdtese de que o aumento na

concentracdo de acetamiprida na mistura promove uma diminuicdo no efeito de letalidade.

Inversamente, nos tratamentos 2.1 e 2.12 as taxas de sobrevivéncia observadas foram de 0,67 e

0,07, respectivamente demonstrando maior sensibilidade em funcdo da concentracdo de
cianobactéria (R? = -0,5846).
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Tabela 10: Estimativas de efeito observado para a sobrevivéncia de microcrustaceos expostos
a mistura de ACE e LETC-CY-05, segundo modelo de Jonker et. al (2005)

Taxa de Taxa de

Proporcdo sobrevivéncia sobrevivéncia sobtz\);ﬂ/gﬁcia Tipo de efeito
de MIX estimada estimada para observada observado
para ACE LETC-CY-05
1:2 0,561 0,710 0,400 Aditivo
1:28 0,449 0,568 0,733 Antagonico
D similis 1:1 0,898 0,568 0,767 Antagénico
' 1:12 0,561 0,355 0,167 Aditivo
2:1 1,796 0,568 0,667 Sinérgico
2:12 0,561 0,178 0,067 Sinérgico
1:2 0,524 1,308 0,667 Aditivo
1:22 0,218 0,545 0,567 Antagénico
D laevis 1:1 0,524 0,654 0,700 Antagénico
' 1:12 0,437 0,545 0,667 Antagénico
2:1 0,873 0,545 0,600 Aditivo
2:12 0,524 0,327 0,533 Antagénico
1:2 1,292 1,288 0,767 Aditivo
122 0,538 0,537 0,767 Antagonico
M. 1:1 1,292 0,644 0,667 Aditivo
micrura 1:12 1,077 0,537 0,667 Aditivo
2:1 2,153 0,537 0,733 Sinérgico
2:12 1,292 0,322 0,733 Aditivo

OBS.: @ indicam tratamento em que os dois agentes foram postos em proporcdes ja testadas podem em
concentragdes superiores, por exemplo: 2:1 apresenta uma concentracao total inferior a 2:1 2

Embora a correlagdo entre a sobrevivéncia e as concentragdes de cianobactéria e
pesticida (R? = -0,8324 e -0,6600, respectivamente) nas exposic¢oes individuais tenha sido de
regular a forte nos ensaios com mistura, D. laevis apresentou uma baixa correlacdo com a
porcdo de acetamiprida (R2 =-0,0873) e regular tanto para R. raciborskii (R2 = -0,5527) quanto
para concentracao total da mistura (R? =-0,4703).

Nesse clone a maior taxa de sobrevivéncia foi constatada na proporgdo 1:1 (5000 pg L
! de mistura) e a menor na proporgéo 2:12 (7500 pg L* de mistura) (Figura 20b), sendo o efeito
geral da mistura caracterizado como antagbnico (Tabela 10). Vale ressaltar que 5000 pg L™ de
mistura foi 0 mesmo tratamento no qual verificou-se tendéncia de reducdo ao crescimento
somatico, 0 que sugere que uma possivel alocacdo de energia para garantia da sobrevivéncia
tenha sido resultado de menor investimento em crescimento.

Percebeu-se também, ao analisar os sobreviventes da proporcdo 1:2 (3750 ug L de

mistura) no microscopio (Figura 21), que os individuos continham material no sistema
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digestivo, indicando atividade de filtracdo (Figura 21c) Diferente disso, nos tratamentos com
maior por¢do de R. raciborskii o trato digestivo dos animais estava vazio (Figura 21e).

Com isso, salienta-se que a toxicidade ao zooplancton pode ter sido definida por uma
interacdo dos dois agentes entre si, considerando que de acordo com a classe de pesticida
(Inseticida, herbicida ou fungicida) as respostas de cianobactérias podem oscilar desde a
inibicdo até estimulo de crescimento (SINGH et al., 2018).

Figura 20: Individuos de D. laevis submetidos a tratamentos: a. Controle; b. 3000
pg PS L-1 de LETC-CY-05; c. 7500 pg L-1 de Mistura (1:2); d. 5000 pg L-1 de
Mistura (1:1); e. 4500 pg L-1 de Mistura (2:1).

OBS.: As setas indicam o registro de emaranhados de filamentos de R. raciborskii

Apesar de Daphnia ser um género com comportamento alimentar generalista, é possivel
que D. laevis possa limitar sua filtracdo a fim de reduzir a ingestdo de filamentos de R.
raciborskii e evitar a intoxicacdo. Contudo, na presenca de acetamiprida (1:2) (Figura 21c) essa
capacidade foi inibida e a espécie se tornou susceptivel a intoxicacdo por STX devido ao

consumo da cianobactéria.
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Em estudo de tabela de vida com o cladocero tropical D. gessneri, Costa et al (2013)
viram que o clone apresentava uma resisténcia a cepa produtora de STXs T3 devido a um
possivel comportamento de rejeicdo dos filamentos em exposi¢cdes com suspensdes alimentares
de 0.5 mg C L? e que em dieta com 100% da cepa foi verificada presenca de contetido
esverdeado no intestino dos animais.

Moina micrura foi a espécie menos afetada nos ensaios individuais, mas quando os dois
materiais foram aplicados em mistura a relacdo entre a concentracao e a taxa de sobrevivéncia
forneceu um coeficiente de determinacéo (r?) igual a-0,7972. A menor sobrevivéncia observada
foi de 67,67% nos tratamentos 1.1 e 1.12, e diferente dos outros clones, isso sugere que ndo ha
efeitos indiretos da interacéo entre os agentes sobre a mortalidade.

Acetamiprida foi, dentre os neonicotinoides, o que apresentou menor efeito em
exposicdo in vitro aguda a abelhas Apis melifera (BRUNET; BADIOU; BELZUNCES, 2005)
porém nao se pode descartar a relagdo entre os baixos efeitos de exposi¢do aguda e a menor
afinidade lipidica dessa substancia, ja que a estabilidade de ligacGes de “Wander-Walls” como
0s receptores € baixa. Sendo assim, atraves da interacdo com uma matriz lipidica — como os
produtores primarios — em porcdes correlatas € possivel que a biodisponibilidade dessa
substancia aumente e, assim, seja observado um aumento do efeito.

O padrdo de respostas e expressdes associadas aos canais idnicos pode variar conforme
as funcdes fenotipicas da célula afetada e também pelas condi¢cGes ambientais. De acordo com
Wessler e Kirkpatrick (2008) os neurdnios colinérgicos liberam ACh, que via receptores
nicotinicos e muscarinicos (n- e MAChRs) viabilizam a neurotransmissdo quimica e, dessa
forma, o organismo responde aos estimulos externos e internos, porém o bloqueio da

neurotransmissao colinérgica é normalmente seguido pela morte imediata.

5.2 ENSAIOS CRONICOS

Nos ensaios de toxicidade cronica foram utilizadas concentracfes que compreendessem
até a CL s verificada para cada clone. Tendo em vista que nas exposi¢des agudas para a mistura
os clones exibiram efeito antagonico com uma forte correlagdo entre a presenca de R.
raciborskii e a taxa de sobrevivéncia, foram definidas concentragdes que contemplassem as
proporgdes com danos mais drasticos observados. Também foi considerada a concentragéo de
LETC-CY-05 aplicada nos ensaios individuais na qual os individuos apresentaram reducéo de

outro parametro, seja numero de neonatos, fecundidade ou crescimento populacional.
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5.2.1 Sobrevivéncia

5.2.1.1 LETC-CY-05

Assim como no ensaio agudo, LETC-CY-05 foi mais letal a D similis, reduzindo sua
sobrevivéncia em todos os tratamentos desde o terceiro dia de exposi¢do (CLso = 13,5 ug PS L
! _Tabela 11). A partir do sexto dia todos os tratamentos apresentaram uma queda de, a0 menos,
25% na sobrevivéncia e, ao término do ensaio, em 25 e 50 pg PS L™ n&o restaram sobreviventes
(Figura 22a).

Nos ensaios conduzidos, a diminuicdo de parametros reprodutivos de D. similis (Figura
22a) foi diretamente influenciada pela baixa taxa de sobrevivéncia, uma vez que com a morte
precoce dos individuos levou a uma reducao na contribuicéo de prole.

O mesmo nao pode ser atribuido para D. laevis que teve, no maximo, 12,5% de reducao
em sua sobrevivéncia ap6s 15 dias de exposicéo (Figura 22b). Mesmo em 400 pg PS L, a taxa
de sobrevivéncia se manteve estavel a partir do terceiro dia. Com isso a CLso para esse clone
(477 pug PS L — Tabela 11) superou a concentragdo maxima testada.

Em média, 15 % dos individuos de M. micrura (CLso de 158,7 pug L™, Tabela 11) foram
mortos entre a segunda e terceira ninhada (dia 6-8), mas em todos os tratamentos, incluindo o

controle, houve uma queda na taxa de sobrevivéncia ap6s o nono dia.

Tabela 11: Concentracdes de Efeito sobre a fecundidade média (CEso) e Concentracdes Letais
para 50% (CLso) para individuos expostos a LETC-CY-05, acetamiprida (ACE) e a mistura
entre eles (M1X) em ensaio de toxicidade cronica.

Espécie Tratamento CEso 1Co5% CLso 1Co5%

D. similis LETC-CY-05 12,32 11,29; 13,09 13,5 11,4 ;15.5
ACE - - 45,44 24,11 89,86
MIX 49,55 48,86; 50,24 77,96 49,96 121

D. laevis LETC-CY-05 - - 477 417 ; 680
ACE - - 935,30* 655,1; 1420*
MIX 257,8 243,7, 3719 308,80 219,1; 435

M. micrura LETC-CY-05 - - 158,7 110,0 266,2
ACE - - 98,18 49,98; 300
MIX - - 488,5* 457,6; 582,2*
Obs.: “*” indica valores acima da concentragdo maxima testada; “-” indica exposi¢fes para as quais a

estimativa de CE ndo foi possivel
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Figura 21: Taxa de sobrevivéncia por dia para os claddceros a. D. similis, b. D. laevis e c.
M.micrura expostos a tratamentos da cepa LETC-CY-05 durante 15 dias
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Alguns trabalhos levantam a hip6tese que, devido a fatores climéaticos o zooplancton de
regides temperadas é submetido a floracGes de cianobactérias com menor frequéncia que o
zooplancton tropical e, por isso, organismos tropicais tenderiam a ser mais tolerantes a
intoxicagdo por cianotoxinas (FERRAO-FILHO; KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011; HOOVER
et al., 2006), o que explica a maior sensibilidade de D. similis a R. raciborskii quando
comparada com os dois claddceros isolados no Brasil.

Caracteristicas da historia de vida ligadas a concentracdo e qualidade do alimento
podem influenciar na resisténcia de claddceros a cianobactérias. Daphnias de ambientes
tropicais normalmente tém ciclo de vida mais curto, o que implica em menores intervalos entre
geracdes, favorecendo a expressdo de tolerdncia em curtos periodos (MCLAREN,
1963;PETRUSEK, 2002). Além disso, em ambientes tropicais as flora¢cdes sdo mais frequentes
e perenes, podendo favorecer a exposi¢ao e aumento da resisténcia em cladoceros (Ferrdo-Filho
e Kozlowsky-Suzuki, 2011).

Espécies pequenas como D. laevis vém demonstrando capacidade de reduzir a biomassa
de cianobactérias como R. raciborskii (FERRAO-FILHO, A. S. et al., 2020). No entanto, a
exposicdo a cianobactérias pode afetar a filtracdo e inibir proteases digestivas em espécies
exoticas como D. magna, implicando na geracdo de descendentes com maior toleréncia as
toxinas (DAO; DO-HONG; WIEGAND, 2010).
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5.2.1.2 Acetamiprida

Com 6 dias de exposi¢do a acetamiprida, o numero de individuos de D similis (CLso =
45,44 ng LY, Tabela 11) no tratamento de 100 pg L? foi reduzido em 20%, mas nas
concentragOes inferiores s foi notada mortalidade a partir do oitavo dia, alcancando 50% de
diminuicdo na sobrevivéncia em todos os tratamentos ap6s 14 dias (Figura 23a). A acetamiprida
se mostrou letal a D. similis nas concentracdes testadas principalmente a partir do décimo dia,
quanto todas as concentragdes alcangaram 50% de reducdo na taxa de sobrevivéncia.

Tal como ocorrido em exposicéo a R. raciborskii, quando submetida a acetamiprida M.
micrura (Figura 23c) teve mortalidade expressiva a partir do dia 9 (CLso = 98,18 pug L™, Tabela
11) e se mostrou mais sensivel ao inseticida que D. laevis (CLso = 935,3 pg L, Tabela 11)
(Figura 23Db).

Figura 22: Taxa de sobrevivéncia por dia para os claddceros a. D. similis, b. D. laevis e c.
M.micrura expostos a tratamentos de acetamiprida durante 15 dias
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Diferente do observado com R. raciborskii, os danos do neonicotinoide ao ciclo de vida
dos trés claddceros foram expressivos, com potencial de ocasionar diminuicdo no tempo de
permanéncia desses organismos no ambiente e, ainda, retardar e/ou inibir a reproducdo. Esses
resultado sugerem que, assim como observado para larvas de abelhas, a exposicdo a
acetamiprida tende a suprimir o desenvolvimento dos juvenis e expressa um risco a longo prazo
(SHI et al., 2020).

Apesar de ndo ter a sobrevivéncia afetada nos ensaios de 96 horas, Moina micrura
demonstrou sensibilidade a exposicdo cronica de acetamiprida. Efeitos similares foram

observados para essa espécie quando submetida a doses subletais dos inseticidas neurotdxicos



61

endosulfan e carbaril, nas quais a producdo de ovos foi reduzida em, até 31,8% afetando
também a taxa intrinseca de crescimento populacional (r) (KRISHNAN; CHOCKALINGAM,
1989).

ExposicOes cronicas a neonicotindides vém demonstrado efeitos sobre a interacéo entre
abelhas e flores campestres (STANLEY; RAINE, 2016) e a nicotina, substancia para qual o
mecanismo de acdo dos neonicotindides foi originalmente descrito, ja foi definida também
como altamente toxica para Daphnia spp. e outros invertebrados, como insetos. Tal toxicidade
é atribuida & acdo dessa substancia sobre a neurotransmissdo na jungdo neuromuscular (CHEN
etal., 2018).

Em tratamentos com acetamiprida, Guedegba et al. (2019) constataram morte em peixes
Tildpia do Nilo ap6s 5 horas de exposicdo e, ainda, observaram uma série de alteracGes
comportamentais como letargia e natagdo erratica, também associadas a acdo do neonicotinoide

como agonista dos receptores nicotinicos de acetilcolina.

5.2.1.3 Mistura

A taxa de sobrevivéncia de D. similis foi expressivamente afetada em 50 pg L™ — na
qual a proporcdo entre a biomassa de cianobactéria e a concentracdo de acetamiprida era 1:1 —
sendo totalmente inibida no décimo terceiro dia. Nos demais tratamentos o percentual de
individuos vivos ap6s 14 dias foi, em média, 68% coincidindo com o observado no ensaio
agudo, em que a sobrevivéncia se mostrou mais influenciada pela proporcdo entre o0s
contaminantes do que pela concentracdo total.

O clone de Daphnia tropical demonstrou maior resisténcia que D. similis a mistura
(CLso-308,8 pg L, Tabela 11), ndo havendo mortalidade expressiva nos 4 primeiros dias. Em
225 pg Lt (proporcdo 2:1) foi o primeiro tratamento no qual verificou-se reducdo de
sobrevivéncia (Figura 24b). Apesar disso, entre os dias 10 e 14, o nimero de individuos em 300
ug L (proporcéo 1:1) sofreu uma diminuigdo brusca, chegando a zero.

Apesar de 450 p L™ ser a maior concentragdo utilizada para esse clone, contou com uma
proporcao de cianobactéria e inseticida na ordem de 1:2. Nos ensaios individuais foi observado
que, apesar de ambos os agentes contarem com CLso superiores aos tratamentos maximos
usados, LETC-CY-05 foi 1,96 vezes menos letal a D laevis que acetamiprida. Portanto, €
possivel que por representar uma por¢cdo menor na mistura, o efeito da quantidade de

cianobactéria tenha influenciado na reducgéo da letalidade.



Figura 23: Taxa de sobrevivéncia por dia para os cladéceros a. D. similis, b. D. laevis e
¢. M. micrura expostos a tratamentos da cepa LETC-CY-05 durante 15 dias
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Quando analisados os modelos de mistura D. similis sofreu antagonismo entre os dois

materiais, indicando uma anulagéo de efeito de R. raciborskii pela presenca de acetamiprida na

mistura (Tabela 12). J& na proporcdo 1:1, bem como em 1:2, foi constatado efeito de aumento

da toxicidade para a mistura. A maior interferéncia na sobrevivéncia desses clones foi

constatada a partir do 9° dia de exposi¢cdo 0 que sugere uma auséncia de resposta imediata e

alerta para uma intensificagdo de efeito com exposi¢do cumulativa.

Tabela 12: Estimativa de efeito e efeito observado para sobrevivéncia de trés

microcrustaceos expostos a mistura de LETC-CY-05 e Acetamiprida (ACE)

Taxa de Taxa de

x NG DA Taxa de . .
Proporcéo sot_)reV|venC|a solc_>reV|venC|a sobrevivéncia Tipo de efeito
de MIX  estimada para estimada para observada observado
ACE LETC-CY-05
1:1 0,909 0,27 0,000 Sinérgico
D. similis 1:2 0,454 0,27 0,733 Antagbnico
1:3 0,303 0,27 0,600 Antagbnico
2:1 6,235 1,59 0,067 Antagbnico
D. laevis 1:1 3,118 1,59 0,000 Sinérgico
1:2 1,559 1,59 0,533 Potencializacéo
2:1 0,655 0,529 0,333 Antagbnico
miz'hra 11 0,327 0,529 0,400 Antagonico

1:2 0,164 0,529 0,333 Antagbnico




63

Microalgas como Chlorella vulgaris vivendo individualmente e também quando
associada ao fungo aquatico filamentoso Aspergillus niger vém demonstrando potencial para a
remocdo de pesticidas de aguas residuais, incluindo acetamiprida e outros neonicotindides
(HULTBERG et al., 2016;HULTBERG; BODIN, 2018), porém IronMenta (1999) ressalta que
pesticidas de diferentes modos de acdo podem provocar alteracbes morfologicas nas células,
inibicdo de crescimento e afetando o teor de clorofila.

Em avaliacdo com estruturas quimicas micelares de acetamiprida, Tang et al. (2018)
relataram um aumento nas forcas de atracdo em funcdo da diminui¢cdo do pH e aumento na
concentracdo de Na* favorecendo a ligacdo por pontes de hidrogénio. Considerando que a
ligacdo a seus receptores ndo demonstra competitividade com outros toxicantes, em condigdes
especificas a acetamiprida demonstraria maior estabilidade com meios/matrizes lipidicos
(BARBARA et al., 2008;KNOWN; DFP, 1985;PARK et al., 2001; 2003). Nesse cenério
hipotetiza-se que, a longo prazo, com a agdo das STXs sobre os canais voltagem-dependentes
de s6dio e aumento da afinidade e estabilidade da acdo do neonicotinoide, ocorra uma mudanca

no padrdo de toxicidade a longas exposi¢cdes como observado em D. similis e D. laevis.

5.2.2 Reproducéo
5.2.2.1 LETC-CY-05

Nos ensaios com LETC-CY-05, houve atraso significativo na maturacdo de D. similis
para todos os tratamentos em relacdo ao controle (média de 9 dias), enquanto D. laevis e M.
micrura nao sofreram danos expressivos na maturacdo (Figura 25a). O clad6cero de regido
temperada foi 0 mais sensivel a exposicao cronica da cepa LETC-CY-05

D. similis exibiu um total de neonatos significativamente menor que o controle em todos
os tratamentos utilizados (Figura 25¢) com CEso = 12,32 g PS L (Tabela 11). Apesar disso,
a fecundidade média desse clone néo foi significativamente reduzida (Figura 25b) uma vez que
tanto as proles quanto o numero de ninhadas também foram igualmente baixos, indicando que
a cada reproducdo a média de neonatos liberados por fémea se manteve. Tal desempenho na
reproducédo pode ter acontecido como uma alternativa a manutencéo energética (SARNELLE;
GUSTAFSSON; HANSSON, 2010).

A reproducdo de D. laevis ndo foi afetada (CEso ndo estimada, Tabela 11) com relagéo
a primipara (Figura 25a), enquanto o numero de neonatos (Figura 25c) e fecundidade média
(Figura 25b) foram, respectivamente, 1,37 e 1,88 vezes inferiores em 400 pg PS L™ em relagéo
ao controle (Figura 25c). Apesar disso, em todas as exposi¢des houve uma média de 4 ninhadas
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por fémea, 0 que sugere ainda que, diferente de D. similis, D. laevis ndo utilizou de estratétigas
para alocacdo energética.

Dentre os trés claddceros, Moina micrura foi o que apresentou as maiores taxas de
reproducdo (CEso ndo estimada, Tabela 11). Além de a idade de primeira reproducéo (Figura
25a) e a fecundidade média (Figura 25b) ndo terem sido alteradas em nenhum tratamento, o
total de neonatos produzidos foi somente 1,05 vezes inferior ao controle em 400 ug PS L*
(Figura 25c).

Figura 24: Parametros reprodutivos para D. similis, D. laevis e M. micrura em
exposicdo a LETC-CY-05, onde A. Idade de Primeira reproducéo; B. Fecundidade
média; C. Total de neonatos e D. Taxa intrinseca de crescimento populacional
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E possivel que os efeitos na reproducdo dos organismos tenham ocorrido devido &
presenca de toxinas (FERRAO-FILHO, et al., 2009), mas também ressalta-se que ha influéncia
de caracteristicas morfologicas e do baixo valor nutritivo das cianobactérias (SOARES et al.,
2009). Por isso, nesse trabalho foi fornecida uma concentracdo de 0,5 mg C L de cada

cloroficea a fim de minimizar os efeitos da falta de alimento.
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Em ensaios com clone de D. laevis isolado da Lagoa da Pampulha-MG, tanto a cepa
produtora de STXs CYRF-01 (atual LETC-CY-05) quanto a cepa NPCS-1 (ndo produtora)
levaram a diminuicdo na fecundidade do microcrustaceo (RESTANI, 2011). Segundo a autora,
apesar de NPCS-1 ndo produzir toxina, provavelmente produz outro metabélito com potencial
de afetar a sobrevivéncia e reproducao de D. laevis.

Ainda, ha de ser considerada a possibilidade de interferéncia mecanica dos filamentos
que pode afetar a demanda energética e sobrevivéncia de microcrustaceos. Segundo Porter e
Orcutt (1980) ao realizar movimentagdo excessiva do pos-abddmen para a rejeitar/expulsar
particulas, os claddceros tem um alto gasto energético e, mesmo assim, essas particulas podem
obstruir a cdmara de filtracdo impedindo a entrada de outras.

Segundo Hart e Bycheck (2011) o zoopléancton com maior tamanho corporal pode ser
mais afetado do que organismos menores e, por isso, como ja citado, 0 comportamento
alimentar de D. similis pode explicar a sensibilidade desse clone ja que conseguiria ingerir
filamentos de cianobactérias com maior facilidade, sendo assim mais afetado por metabolitos
potencialmente toxicos e ainda, ter a reducao do seu “fitness”, desencadeando efeitos negativos

na sua sobrevivéncia e fecundidade (Ferréo-Filho et al., 2009).

5.2.2.2 Acetamiprida

O inseticida neonicotinoide ndo provocou atraso na maturacdo (Figura 26a), porem
reduziu a reproducdo de D. similis principalmente em 50 pg L™t e em 200 pg L™ (Figura 26b)
(CEso ndo estimada, Tabela 11). O nimero médio de neonatos produzidos por fémeas no
primeiro tratamento — 50 pg L™ — foi 2,63 vezes menor do que o controle, enquanto em 100 g
Lt a diminuicdo foi de 1,45 vezes, indicando uma auséncia de resposta concentragio-
dependente (Figura 26c¢).

Efeitos no tamanho da prole em D. similis refletiram diretamente sobre a taxa de
fecundidade média (Figura 26b), ja que enquanto o controle apresentou uma média de 3,37
neonatos por ninhada para cada fémea, em 100 pg L houve uma queda de 2,4 vezes, chegando
a produzir 1,39 neonatos por ninhada (Figura 26b).

Em D. laevis foi constatado um retardo na liberacéo da primeira prole de 8 para 11 dias
entre o controle e a maior concentragdo (Figura 26a). Com isso, D. laevis foi mais afetada pelo
pesticida que pela cianobactéria, chegando a 80,38% de redugéo no numero de total de neonatos

por fémea em 400 pg L™ de acetamiprida (Figura 26¢). Enquanto os organismos controle
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produziram, em média, 8,2 neonatos ao longo do ensaio, em 100 pg L™ e 400 pg L esse total
foi de 2,5 e 1,6 neonatos para cada fémea, respectivamente (Figura 26c¢).

Com isso e considerando a baixa quantidade de ninhadas liberada foi observada baixa
fecundidade em D. laevis em todos os tratamentos. Enquanto individuos do controle tiveram 3-
4 reproducdes, 0s organismos submetidos aos tratamentos a partir de 100 pg L™ de acetamiprida
liberaram, no maximo, 2 ninhadas (Figura 26b).

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas na idade de primeira
reproducdo de Moina micrura (Figura 26a), a fecundidade média desse clone foi reduzida em
31,23 % em 200 pg L comparada ao controle (Figura 26b). Apesar disso, o total de neonatos
para esse tratamento foi até 2,23 vezes menor (Figura 26¢), o que indica uma diminuicao
também no ndmero de ninhadas para, em média, 3 enquanto no controle foram contabilizadas
de 4-5 ninhadas.

Figura 25: Parametros reprodutivos para D. similis, D. laevis e M. micrura em
exposicdo a LETC-CY-05, onde A. Idade de Primeira reproducéo; B. Fecundidade
média; C. Total de neonatos e D. Taxa intrinseca de crescimento populacional
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Ja foi relatado que inseticidas como neonicotindides e diamidas podem afetar
significativamente o metabolismo de invertebrados ndo-alvos provocando danos ao sistema de

desintoxicacdo, com efeito sobre as vias energeticas e reduzindo o ganho de biomassa (PISA et
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al., 2014). Em estudos anteriores, Hasan e Ansari (2017) relataram que os estagios imaturos
tiveram uma maior duracdo em Zygogramma bicolorata quando exposto a inseticidas de varios
modos de agdo, incluindo o neonicotinoide imidacloprida.

A acetamiprida € um dos neonicotindides que pertence ao grupo quimico N-
cyanoamidine, ou seja, € uma molécula com um menor nimero de por¢des ciclicas, 0 que a
torna menos lipofilica que outros neonicotinodides, porém tem, cada vez mais, demonstrado
efeitos adversos sobre invertebrados aquaticos, principalmente predadores (MILES et al.,
2018).

Em um estudo de coorte Hasan et al. (2020) quantificaram a reducdo no
crescimento populacional do coledptera Z. bicolorata e definiram a acetamiprida como a quarta
substancia com maior dano a tabela de vida do besouro. Os autores atribuem esse evento ao
fato de os neonicotindides atuarem sobre 0s receptores nicotinicos de acetilcolina (NnAChR) e
apresentarem o potencial de acumulagéo no receptor podendo, a longo prazo, alterar o intervalo
de mudas.

Além disso, por ser um inseticida sistémico, muitos insetos alvo tém demonstrado
déficit nutricional e sabe-se que uma alimentacdo inadequada devido a aplicacdo do inseticida
pode causar um prolongamento no tempo de desenvolvimento, reducéo da viabilidade da prole
e morte (AQUEEL et al., 2014)

Em exposicdo cronica a tratamentos com o inseticida clorpirifds (CLP) e/ou peixes, 0
CLP mostrou potencial de afetar a estrutura aquatica devido a mudanca nos padrdes de predacao
de peixes que, na presenca do inseticida, exibiram uma tendéncia de selegéo pelo zooplancton
de maior tamanho, como os cladéceros (GUTIERREZ et al., 2020).

Assim como com a cianobacteéria, é possivel que em ambiente natural o inseticida possa
provocar um maior dano ecolégico a claddceros maiores como D. similis tanto pela toxicidade
quanto por fatores indiretos. Contudo, como ja abordado, R. raciborskii oferece um risco
“bottom-up” associado a herbivoria j& que individuos com maior tamanho corporal sdo mais
susceptiveis a ingestdo de filamentos, enquanto a acetamiprida pode provocar um risco “top-

down” devido ao aumento da pressao predatoria.

5.2.2.3 Mistura

Diferente dos ensaios individuais, D. similis foi apenas a segunda espécie mais afetada
pela mistura, que continha uma concentragéo fixa de 25 pug OS Lt de R. raciborskii (Tabela 8).

Dito isso, nos ensaios de exposi¢cdo crénica ndo foram utilizadas proporcdes 2:1 em D. similis,
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pois as concentracdes de cada agente que a contemplariam néo possibilitariam a estimativa de
efeito para os parametros avaliados conforme sua letalidade individual.

Seguindo o modelo estabelecido por Jonker et al. (2005), aumentar a concentracdo de
R. raciborskii nessa mistura inviabilizaria uma analise de reproducdo devido a uma alta
mortalidade ocasionada por esse agente nos primeiros dias de exposicdo. Por outro lado, uma
menor concentracdo do inseticida ndo provocaria danos em relacdo ao controle, como
observado pela impossibilidade de estimativa de CEsp (Tabela 11). Nesse caso, optou-se e pela
proporcdo 1:3 (25 pug PS L™ de LETC-CY-05 e 75 g L do inseticida).

Para essa espécie, o total de neonatos em 100 pg L™ (25 ug PS L de LETC-CY-05 e
75 ug L de acetamiprida) (Figura 27¢) sofreu uma reducio de 70,46% em relagdo ao controle
(Figura 27c). J& para a fecundidade média, os trés tratamentos apresentaram diminuicdo
igualmente significativa (~ 50%) (Figura 27b), sofrendo potencializacdo do efeito de
acetamiprida devido a interagdo com LETC-CY-05 (Tabela 12).

Tanto D. similis quanto D. laevis sofreram um atraso médio de 2 dias na idade de
primeira reproducdo em todas as concentracdes da mistura porém para M. micrura nao foi
observada diferenca em nenhum individuo exposto e, independente do tratamento, as fémeas
liberaram a primeira ninhada no 4 dia de exposicao (Figura 27a).

D laevis além de ser a espécie mais sensivel a mistura em exposicdo cronica, sofreu
sinergismo com CEso de 257,8 pg L™ (Tabela 11), tendo sua reproduc&o reduzida a 0,3 neonatos
por fémea a cada ninhada quando submetida a 300 pug L™ (150 ug PS L de LETC-CY-05 e
150 pg L de acetamiprida) (Tabela 8), 15 vezes menos que o controle (Figura 27D).

Apesar de ter demonstrado efeitos similares a D. laevis nas exposi¢fes individuais,
Moina micrura (CEsg ndo estimada, Tabela 11) ndo teve sua fecundidade média afetada por
nenhum tratamento da mistura (Figura 27b) e o total de neonatos foi apenas marginalmente
afetado nas concentragdes (Figura 27c) ainda que tenha sofrido potencializacdo decorrente da
auséncia de efeito de LETC-CY-05 (CEso nédo estimada) sobre os parametros reprodutivos
(Tabela 10).
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Figura 26: Parametros reprodutivos para D. similis, D. laevis e M. micrura em
exposicéo a mistura de LETC-CY-5 e acetamiprida em diferentes proporcdes, onde A.
Idade de Primeira reproducdo; B. Fecundidade média; C. Total de neonatos e D. Taxa

intrinseca de crescimento populacional
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Em estudo com nicotina — cujo mecanismo de acao se assemelha aos neonicotingides —
em ratos machos, doses de 0,25 e 4 mg Kg? apresentaram diminuicdo significativa na
imunorreatividade. Contudo, em concentracdo intermediaria (2 mg Kg?) ndo foi verificado
efeito, o que denota que a nicotina em doses distintas pode tanto melhorar quanto retardar a
maturacao de neurdnios nascidos em adultos (IJOMONE; NWOHA, 2015) .

Em trabalho com fotobiorretatores, Rueda et al. (2020) demonstraram que o produto do
escoamento agricola pode beneficiar a selecdo de cianobactérias a algas verdes. Entretanto, os
efeitos de contaminantes emergentes contidos nesse efluente ndo séo definidos, o que reforca a
hipotese que a proporgdo entre pesticidas como acetamiprida e cianobactérias como R.
raciborskii é fundamental para a determinacéo do efeito aos ecossistemas aquaticos.

Em exposicao a herbicida, R. raciborskii teve aumento de até 27% na producdo de STX
(BREDA-ALVES et al., 2020) o que sugere que além da toxicidade direta ao zooplancton, a

bioconcentragao da substancia bem como o favorecimento e/ou o prejuizo ao crescimento da
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biomassa fitoplanctdnica, a seletividade de espécies afetadas e as alteracGes impostas ao rede
trofica devem ser bem delineados.

E importante ressaltar que apesar de curvas dose-resposta monotémicas — sejam elas
lineares ou sigmoides — serem um padrdo a ser alcangado em estudos de toxicologia, os valores
normalmente aplicados nos ensaios pouco representam o real efeito das variadas concentracdes
gue 0s organismos sdao continuamente expostos em condi¢6es ambientais (VANDENBERG et
al., 2012).

5.2.3 Crescimento populacional

D similis teve seu crescimento populacional significativamente reduzido em todos os
tratamentos de LETC-CY-05 (Figura 25d), chegando a exibir taxa negativa em 400 pug PS L
1. Em relacgéo ao inseticida, s6 houve reducdo deste parametro em 400 pg L (Figura 26d),
mas na mistura todas as concentragOes apresentaram r inferior ao controle (Figura 27d). Pra
tal espécie jA& vem sendo registrada uma alta sensibilidade a cepas produtoras de
microcistinas (MCs) e saxitoxinas (STXs) (HERRERA; ECHEVERRI; FERRAO-FILHO,
2015; FERRAO-FILHO et al., 2017).

Em contrapartida, tanto D. laevis quanto M. micrura foram pouco afetadas por LETC-
CY-05 (Figura 25d). Contudo, ambas sofreram reducdes significativas nos tratamentos com
acetamiprida (Figura 26d) sendo as menores taxas (r) verificadas em 400 ug L™ para D. laevis
e em 100 pg Lt para M. micrura (10,05 e 1,26 vezes menor que o controle, respectivamente).

Na mistura, a Daphnia tropical teve uma taxa de crescimento populacional
aproximadamente nula na proporgdo 1:1 (300 pg L - Tabela 8) (Figura 24d), indicando uma
tendéncia a exclusdo dessa espécie em ambientes contaminados. Por sua vez, M. micrura foi
marginalmente afetada em todas as proporcGes da mistura (Figura 24d)

A tolerancia dessas espécies a exposicdo crénica pode ser explicada pela dindmica
entre herbivoros e o fitoplancton de ambientes tropicais (SARNELLE; GUSTAFSSON;
HANSSON, 2010;SARNELLE; WILSON, 2005), na qual a ocorréncia de D. laevis ja foi
associada, inclusive, a diminuigdo na biomassa de cianobactérias (SARMA; NANDINI;
GULATI, 2005). Em contrapartida clones isolados de reservatorios mesotroficos como M.
micrura (Reservatério de Lajes), tendem a ser altamente sensiveis apresentando inclusive
taxas de crescimento populacional negativas em dietas contendo 100% da cianobactéria
(FERRAO-FILHO et al., 2019).
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O crescimento populacional de cladoceros também pode ser afetado por pressdes
multiplas. Inimeros pesticidas demonstraram efeitos sobre a sobrevivéncia de Daphnia spp.
e M. micrura (BOONTHAI;, SOMPARN; NOLLER, 2011; KRISHNAN;
CHOCKALINGAM, 1989; MALAGNOUX; CAPOWIEZ; RAULT, 2015; MORRISSEY et
al., 2015; PISA et al., 2014; RASHID et al., 2018). Com fertilizantes agricolas, foi observada
reducdo na populacéo de M. micrura em até 6 dias de exposi¢cdo seguida de uma recuperagéo
promovida tanto pelo consumo de fitoplancton quanto pelo aumento na reproducdo sexuada,
sugerindo a expressdo de resisténcia dessa espécie em funcdo das condi¢bes.(BONOU;
SAINT-JEAN, 1998)

5.3 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Ao longo das 24 horas de exposicdo, a velocidade média e a distancia percorrida por
individuos do controle aumentaram significativamente em 30 min, 2 e 4 horas quando
comparadas ao tempo inicial (Figura 28). J& quando exposta a LETC-CY-05 foi observada
reducdo nos parametros natatérios apos 4 e 24 horas em rela¢do ao controle, quando houve
paralisia total de trés individuos e diminuicdo de 41,04% e 54,84% na distancia percorrida e
velocidade em relacéo ao tempo inicial.

A velocidade e distancia percorrida por D. similis em acetamiprida ndo apresentou
diferenca significativa para nenhum tempo em relac&o ao controle e foi superior a cianobactéria
apenas em 4 e 24 horas. Porém quando a avaliada a mistura entre os dois agentes, houve um
tamponamento do efeito da cianobactéria pelo pesticida, mas em 1 hora, a velocidade média

aumentou 49,97% em relagdo ao tempo inicial.

Figura 28: Efeitos ocasionados por exposicdes unitarias e combinadas e LETC-CY-05 sobre
velocidade média e distancia percorrida de D. similis
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Nos primeiros 30 minutos de ensaio, todos os tratamentos aumentaram
significativamente o tempo ambulatorial em relagdo ao controle, porém nos demais tempos ndo
foram registradas alteragbes. Apenas em 24 horas, na mistura, foi registrado um aumento de
14,58% no tempo ambulatorial em rela¢do ao tempo inicial (Figura 29).

Né&o foram observadas diferencas significativas no tempo de repouso entre o controle e
0s tratamentos nas primeiras duas horas de exposicdo (Figura 29). Em 4 horas, organismos
expostos a acetamiprida e mistura apresentaram uma diminuicdo desse parametro em relacao
ao controle, mas esse padréo sé foi mantido pela mistura em 24 horas. J& para LETC-CY-05,
em 4 e 24 horas, 40% dos individuos apresentaram imobilidade total, provocando um acréscimo
de 30,7 segundos no tempo médio de repouso.

Leves alteracdes no foco das imagens foram registradas na analise o que sugere uma
tendéncia a natagdo vertical, movimento que, na natureza, ocorre fortemente associado as
migracOes diérias e & captura de alimento (DODSON et al., 1997). Contudo, Ferrdo-Filho et
al. (2014), destacam que o maior tempo de repouso para microcrustaceos submetidos a CYRF-
01 pode refletir a paralisia dos claddceros devido a a¢do das STXs, que, devido ao bloqueio
dos canais voltagem-dependentes de sddio, é capaz de levar a imobilizacdo de claddceros entre
0,5 e 3 horas de exposicdo (FERRAO-FILHO, A. da S. et al., 2010)

A natacdo estereotipada de D. similis demonstrou aumento em 4 horas de exposicao
tanto para a cianobactéria quanto para o pesticida e, em 24 horas sofreu reducao associada ao
aumento no tempo ambulatorial para organismos da mistura. Dodson et al (1995) associa que
daphnideos podem apresentar esse movimento associado a fuga em exposicdo a substancias
como carbaril. Ferrdo-Filho e Silva (2020) salientam que D. similis pode, inicialmente, exibir
um aumento de movimentacdo do pds-abdémen como tentativa de expulsar filamentos de
cianobactérias, porém danos a natacdo seriam mais atrelados a acdo de STXs sobre a

movimentacdo das antenas.
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Figura 29: Efeitos provocados por tratamentos unitarios e combinados de LETC-CY-05 e

acetamiprida sobre o comportamento natatério de D. similis.
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Em ensaio agudo utilizando tratamentos com cepa de Microcistys aeruginosa (MIRF-
1) e C. raciborskii (LETC-CY-05) isoladamente, houve baixa letalidade para D. laevis (lIbirité)
e ndo registraram paralisia, enquanto D. similis e Moina micrura mostraram-se mais afetadas
nesses tratamentos (Ferrdo-Filho et al., 2017). A mesma cepa com variacdes nos niveis de
producdo de STXs e NeoSTX foi utilizada por Restani e Fonseca (2014), que poderia ter
influenciado nos efeitos sobre a mobilidade de D. laevis.

Também ja foram definidos efeitos da nicotina, que pode induzir a malformacdes na
segunda antena, carapaca e espinha da cauda de D. magna em exposi¢Ges de até 1000 mg.L™*
(CEso = 250.8 mg L1)(CHEN et al., 2018), afetando na capacidade de natacio dessa espécie.
Sabe-se que o inseticida neonicotindide acetamiprida pode diminuir os niveis de pigmentos —
clorofila-a, ficocianinas e carotendides — em cianobactérias como Anabaena aequalis
(YASODHA; UMARAJAN; MALATHY, 2019) mas pouco se sabe sobre a interagcdo desses
materiais e dos efeitos que podem ser desencadeados em herbivoros.

Assim como ocorrido para a mistura no presente estudo, Zein et al. (2014) observaram
que a nicotina a 256 mmol L™ provoca redugdo na atividade natatéria de D. pulex apds 20
minutos e que, posteriormente, os individuos tendem a se recuperar e percorrer distancias
maiores que o controle. Assim, apesar de exposi¢ao crénica e aguda a pesticidas como o0s

organofosforados ocasionar efeitos neuroldgicos e neurocomportamentais persistentes, estes
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ndo podem ser explicados apenas pela inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), ja que
antagonistas dos receptores nicotinicos podem, inclusive, desempenhar algum papel protetor
(MEHRANI; GOLMANESH, 2008).
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6 CONCLUSOES

Esse estudo, além de pioneiro, expressa que mesmo com as diferentes tolerancias,
espécies distintas podem expressar respostas tanto as exposi¢des individuais quanto a misturas
em niveis diversos. Os clones mostraram uma forte relacdo entre tolerancia e as propor¢oes dos
agentes, o que alerta para uma complexidade de fatores e condi¢cdes que podem promover a
quebra de homeostase e 0 desencadeamento de uma série de alteracGes desde niveis fisiol6gicos
até ecossistémicos.

D. similis, cujo uso em bioensaios ja € normatizado, teve a maior sensibilidade.
Contudo, os resultados de M. micrura e D. laevis evidenciam a aplicabilidade de clones com
ocorréncia registrada em corpos hidricos tropicais como uma alternativa eficiente para a
avaliacdo de impactos e possibilita a definicdo de valores maximos de emissdo para o
contaminante emergente, correspondentes as caracteristicas tropicais.

Também fica evidente que a origem dos clones pode afetar sua tolerancia e que
interacdes entre os materiais de natureza distinta (um sendo um organismo vivo com potencial
producdo de metabdlitos toxicos e o outro um pesticida) podem infligir danos indiretos sobre
a sobrevivéncia e ciclo de vida dos claddceros.

Sobretudo, destaca-se a necessidade de mais estudos que avaliem as interacdes entre
materiais de diferentes origens e matrizes — quimica, fisica e bioldgica — e o efeito combinado
de agentes toxicantes, ja que além de afetar organismos variados, a interacdo pode favorecer a
intoxicacdo de espécies nao alvo, afetando os ecossistemas e implicando em alteracdes das

condicdes ideias para o bem-estar das populacGes animais e humanas.
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7 RECOMENDACOES FUTURAS

Com objetivo de aprofundar o conhecimento sobre a combinagdo de materiais e
substancias e seus efeitos a salde ambiental e humana, recomendam-se mais investigacdes
sobre efeitos subletais, incluindo analises moleculares e bioquimicas que antecedem a
letalidade, bem como o estudo de interacGes sobre uma perspectiva de efeitos indiretos
associados a transferéncia trofica. Além disso, sdo necessarios, cada vez mais, estudos que
tenham por objetivo determinar os efeitos da durabilidade das exposi¢Ges sobre organismos
para que seja possivel avaliar os danos por exposi¢fes prolongada, através de outros

biomarcadores —fisiol6ficos e moleculares, por exemplos.
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