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Resumo

Na natureza, os organismos sdo constantemente expostos a mais de um agente téxico e, apesar do fenémeno de inte-
ragdes quimicas ser conhecido ha tempos, sdo poucos os estudos realizados que privilegiam a observacdo dos efeitos
decorrentes da exposigdo a duas ou mais substancias. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito combinado da
mistura dos herbicidas Gesapax 500® (ametrina 500 g/L) e Velpar K® (diuron 468 g/kg + hexazinone 132 g/kg) sobre
o paulistinha (Danio rerio). O ensaio foi baseado no teste FET da OECD, com duragdo de 96 horas. As concentragoes
testadas foram 0, 21,22, 29,52, 41,08, 57,17 e 79,56 mg/L de Gesapax 500 vs. 0, 15,21, 21,17, 29,46, 40,99 e 57,04

mg/L de Velpar K. Os testes foram conduzidos em triplicata e avaliados diariamente. As CL determinadas foram

50-96h
41,705 + 8,373 mg/L para o Gesapax 500 e 55,460 + 20,826 mg/L para o Velpar K. O modelo da mistura que melhor
descreve a relagao entre os dois componentes é a acdo independente, sendo a toxicidade dose-dependente, ou seja,
em baixas doses ocorre antagonismo e, em altas doses, sinergismo. Os endpoints edemas, atraso no desenvolvimento
embriondrio (delay) e na absor¢do do saco vitelinico e diminuigcdo na frequéncia de cardiaca foram observados a
partir das concentragdes mais baixas da mistura. Pelos dados obtidos, concluiu-se que a mistura de Gesapax 500 e
Velpar K é medianamente toxica para o paulistinha e que os endpoints avaliados foram Uteis na determinagao de sua

toxicidade.
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Abstract

In nature, organisms are constantly exposed to more than one toxic agent, and although the phenomenon of chemical in-
teractions are known for some time, there are few previous studies that emphasize observation of the effects resulting from
exposure to two or more substances. The aim of this study was to evaluate the combined effect of the mixture of herbicide
Gesapax 500® (ametrina 500 g/L) and Velpar K® (diuron 468 g/kg + hexazinone 132 g/kg) on zebrafish (Danio rerio). The test
was based on the Fish Embryo Toxicity (FET) from OECD, lasting 96 hours. The concentrations tested were: 0, 21.22, 29.52,
41.08, 57.17 and 79.56 mg/L Gesapax 500 vs. 0, 15.21, 21.17, 29.46, 40.99 and 57.04 mg/L Velpar K. Tests were conducted
was determined to 41.705 + 8.373 mg/L to Gesapax 500 and 55.460 + 20.826 mg/L
to Velpar K. The mixture model that best describes the relationship between the two components is independent action and

in triplicate and evaluated daily. LC,
toxicity of the mixture is dose-dependent, occurring antagonism at low doses and synergism at high doses. The endpoints
edema, delay in general development and in yolk sac absorption and decrease in frequency of heart-beat rate were observed

from the lower concentrations of the mixture. From the data obtained, it is concluded that the mixture of Velpar K and Gesa-

pax 500 is moderately toxic to zebrafish and that the endpoints evaluated were useful in determining its toxicity.

Keywords: Herbicides - toxicity. Diuron. Acute Toxicity. Complex Mixtures.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de ca-
na-de-aglcar empregada na producao de agtcar
e etanol, um combustivel que vem chamando
cada vez mais atengdo do resto do mundo por
configurar-se como uma alternativa ao uso do
petrdleo, com vantagens ambientais e economi-
cas'. Somente no ano de 2011 foram produzidas
no estado de Sao Paulo, aproximadamente, 400
mil toneladas de cana-de-acgicar em uma area de
cinco milhdes de hectares plantados?, colocan-
do o estado como o maior produtor do pais. Essa
elevada produtividade s6 pode ser alcancada gra-
¢as ao uso intensivo de implementos e insumos,
que acabam por levar ao comprometimento dos
ecossistemas e a poluicao dos corpos d’agua ad-
jacentes as areas de cultivo®. Dentre os insumos
mais utilizados pela agroindustria canavieira,
encontram-se os herbicidas pré e pés-emergentes
(80%), utilizados no combate as plantas dani-
nhas.

Uma vez no ambiente aqudtico, os herbi-
cidas apresentam distribuicao complexa, deter-
minada pela dinamica dos processos de parti-
cdo entre os ecétonos dgua, biota e sedimento.
Mesmo que as concentracoes do contaminante
encontradas na dgua estejam dentro dos limites
estabelecidos pela legislagdo competente, ele
podera se acumular, atingindo niveis elevados e
causando efeitos deletérios aos organismos nao-

-alvo. Tal processo é conhecido como bioacumu-
lacdo e pode nao ser notado até que quantidades
significativas do contaminante sejam lancadas no
meio*.

A maior parte dos estudos sobre o compor-
tamento dos herbicidas diz respeito a ecossiste-
mas aquaticos temperados, havendo ainda gran-
des lacunas no conhecimento de seus efeitos em
clima tropical. O que ja se pode afirmar é que,
para muitas formulagdes largamente empregadas
nas culturas comerciais brasileiras, as doses que
podem levar ao declinio das comunidades aqua-
ticas sdo mais restritivas do que aquelas emprega-
das em paises de clima temperado, normalmente
utilizadas como referéncia®.

Armas, et al®, realizaram um diagnéstico
espaco-temporal da ocorréncia de herbicidas em
aguas superficiais e no sedimento da sub-bacia
do rio Corumbatai, uma regido com extensa area
de cultivo de cana-de-acticar (25,6% da ativida-
de agricola da bacia) e sob influéncia de elevado
adensamento populacional. Segundo os autores,
as triazinas (ametrina, atrazina e simazina), o he-
xazinone, o glifosato e o clomazone foram ob-
servados na agua, sendo que as primeiras foram
detectadas em niveis mais elevados, acima do
padrao de potabilidade brasileiro, principalmen-
te nas dreas de recarga do aquifero Guarani. A
carga residual para a soma de agrotoxicos foi de
duas a treze vezes maior que o limite maximo de
0,5 pg/L, estipulado pela Comunidade Europeia,
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e os niveis de atrazina foram observados aci-
ma do padrdo CONAMA 3577, configurando-se
como um risco a biota aqudtica associada.

Na natureza, os organismos sao constante-
mente expostos a mais de um agente téxico, po-
dendo resultar num efeito da acdo conjunta de
poluentes sobre um sistema biol6gico®. Apesar do
fendmeno de interagdes quimicas ser conhecido
ha tempos, sdao poucos os estudos ja realizados
que privilegiam a observacao dos efeitos decor-
rentes da exposicao a duas ou mais substancias.
Assim, Macek® avaliou a agdo conjunta de 29
misturas bindrias de formulagdes de agrotéxicos
sobre “bluegills” (Lepomis macrochirus) e cons-
tatou que 11 delas possuiam efeito téxico agudo
maior do que aditivo, caracterizado por um siner-
gismo. A combinagao dos inseticidas malathion
e dioxathion na proporgao 1:1 potencializou a
toxicidade em trutas em aproximadamente 8 ve-
zes, em relacdo a toxicidade de cada composto
avaliado individualmente'.

A CL,,,,, determinada para embrides de
paulistinha (Danio rerio), um ciprinideo tropi-
cal exposto a ametrina, foi de 48,46 + 2,2 (IC =
95%) mg/L, quando utilizado o padrao analitico
(> 98% de pureza)''. Porém, quando se utilizou o
produto comercial, foi observada uma toxicidade
maior para essa espécie (CL, . =9,8 mg/L)".

Silva, et al'®, que trabalharam com paulis-
tinha adulto, determinaram a CL, ,, do Velpar
K em 581,50 mg/L. Ou seja, nessas condigcdes o
produto é considerado praticamente ndo téxico.
Segundo esses autores, os ingredientes inertes da
composicao do herbicida comercial sdo os prin-
cipais causadores da toxicidade aguda para essa
espécie. Nao existe, porém, informacdes sobre
a toxicidade da mistura dos herbicidas Gesapax
500 e Velpar K para espécies tropicais.

As usinas de cana-de-acucar do Estado de Sao
Paulo fazem uso da mistura do Velpar KWG® com a
ametrina em dose de 2,0 kg ha' de cada ingredien-
te ativo (i.a.), em um volume de calda de aplicacao
de 400 L/ha, o que resulta em uma concentragao
de 3,0 g/L por i.a. O impacto dessa atividade sobre
organismos aquaticos ainda ndo é bem conhecido,
sendo necessdria a caracterizagcdo dos efeitos toxi-
cos e a fixagdo de endpoints, que representam o
efeito biolégico usado como indice de efeito de um
agente quimico sobre organismos ou sistemas'.

Estudos internacionais tém apontado o Da-
nio rerio como uma alternativa bastante promis-
sora em pesquisas em neurociéncias e sobre os
efeitos do estresse no sistema nervoso central; no
desenvolvimento de novos medicamentos e na
avaliacdo ecotoxicolégica de agroquimicos, pro-
dutos farmacéuticos e quimicos industriais, todos
estes como fontes de poluicdo de ecossistemas
aqudticos. Como vantagens do uso dessa espé-
cie, citam-se o ciclo de vida rapido, sendo que,
com apenas quatro dias, varios de seus 6rgaos
estdo formados; a grande quantidade de embri-
oes produzidos a cada postura e seu tamanho
diminuto, pois com poucos milimetros de com-
primento podem ser acomodados em pogos de
2 mL de volume (til, tendo sua sensibilidade tes-
tada mesmo em baixissimas doses de compostos
quimicos. Com o paulistinha € possivel testar em
meses e com alguns milhares de délares o que le-
varia anos para ser feito com roedores e custaria
milhoes™.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a to-
xicidade aguda dos herbicidas Gesapax 500
(ametrina 500 g/L) e Velpar K (diuron 468 g/kg +
hexazinone 132 g/kg), determinando se, quando
em mistura, estes apresentam efeito combinado
sobre o paulistinha.

METODO

Foram testadas as formulacdes de herbicidas
comerciais a base de ametrina (Gesapax 500%
suspensdo concentrada; 500 g/L; Syngenta Prote-
¢ao de Cultivos Ltda., Lote: 0008-10-26100) e da
mistura de diurom e hexazinona (Velpar K® WG;
granulado dispersivel; 468 g/kg diurom + 132 g/
kg hexazinona; Du Pont do Brasil S.A., Lote: 234-
11-3240). Avaliou-se também a mistura delas.

Testes single

Embrides

Os testes foram realizados no Laboratério
das Plantas Daninhas, no Centro Experimental
Central do Instituto Biolégico, em Campinas, ba-
seados no protocolo do teste FET (Fish Embryo
Toxicity Test)'® com embrides de paulistinha. Os
ovos foram coletados cerca de 30 minutos apos
a fertilizagdo e, em um prazo nao superior a trés



horas, expostos as concentragdes-teste. Ovos nao
fertilizados, que sofreram irregulares durante a
clivagem ou injurias foram descartados (Figura 1).

Inicialmente, foram realizados os testes in-
dividuais com cada componente da mistura a ser
testada, utilizando-se as seguintes concentragoes:
Gesapax 500 - 0 (controle), 20,00, 31,62, 50,00,
57,23, 65,52 e 75,00 mg/L; Velpar K- 0, 19,36,
25,00, 29,73, 35,35, 42,04 e 50,00 mg/L. Os
embrides (n = 384) foram distribuidos individu-
almente em placas de poliestireno nao estéril de

24 pocos, contendo 2 mL de solugdo-teste e os
ensaios, conduzidos em triplicata. Os embrides
foram observados diariamente com auxilio de
microscépio Eclipse E200, Nikon (aumento de
40x). Segundo o protocolo do teste FET, quatro
endpoints devem ser avaliados como indicado-
res de letalidade aguda em peixe: 1) coagulacao
dos ovos fertilizados; 2) auséncia da formacao de
somitos; 3) falta de separacdo entre a cauda e o
saco vitelinico e, finalmente, a auséncia de bati-
mentos cardiacos.

Figura 1. Esquema do procedimento adotado no teste FET com paulistinha (Danio rerio) (da esquerda
para a direita): producdo, coleta e lavagem de ovos, selecao de ovos fertilizados com auxilio de micros-
copio binocular e distribuicdo em placas de 24-pocos preparadas com as respectivas solugoes teste /
controle. n = ndmero de ovos necessarios / concentragao

2n ovos
P A
—
por
b conc.fcontrole
Va9 ,._. See ol Lavagem dos ovos em agua de

diluicdofagua sanitiria
Unidades de reprodugdo

Fonte: Adaptado de OECD, 2013.

Adultos

Os ensaios foram realizados com os herbi-
cidas Velpar e Ametrina, individualmente, base-
ados no protocolo OECD 203 (1992), com dura-
¢ao de 96 horas. Os peixes foram estocados em
aquarios com volume atil de 2,0 L, com aeragao
forcada e a taxa de estocagem variando de 1,89
—2,0 g/L. As unidades experimentais foram man-
tidas em sala climatizada (temperatura de 27,0 +

T 600000

Sdegdo de ovos fertilizados

000000
n ovos fertilizados OOO OOO
——— 1000000

/

Placas de poliestireno ndo estiil de 24 pogos

2 °C, em ciclo de foto periodo claro / escuro de
16:08 horas).

Os peixes nao foram alimentados durante
os ensaios, sendo estocados no minimo 10 pei-
xes por concentracio. As concentragdes testadas
do herbicida Gesapax 500 foram: O (controle); 2;
3,56; 6,32; 11,25 e 20 mg/L e do herbicida Vel-
par K, foram: 0; 12,9; 40,79; 72,54; 96,72 e 129
mg/L. Foram registradas informagdes a respeito
da mortalidade e comportamento dos peixes.
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Testes em mistura

Os dados de mortalidade obtidos nos tes-
tes individuais em 96 horas de exposigao foram
lancados na planilha ToxCalc (desenvolvida no
software Microsoft Excel, pelo Prof. Dr. Anténio
Nogueira, Universidade de Aveiro, Portugal),
obtendo-se as concentracdes a serem testadas
no teste de mistura (Tabela 1). Foi empregado
um desenho fatorial com 6 x 6 tratamentos, em
triplicata. A concentracdo mais alta deve resultar
preferencialmente em 100% de mortalidade e, a
mais baixa, deve fornecer efeito nao observado.

Tabela 1. Concentragdes dos herbicidas Gesapax
500 (G) e Velpar K (V) empregados em mistura no
teste FET com paulistinha (Danio rerio)

Gesapax 500 (mg/L) Velpar K (mg/L)

0 (GOo) 0 (VO)
21,22 (G1) 15,21 (V1)
29,52 (G2) 21,17 (V2)
41,08 (G3) 29,46 (V3)
57,17 (G4) 40,99 (V4)
79,56 (G5) 57,04 (V5)

No ensaio de mistura, os embrides (n = 452)
foram distribuidos nas unidades experimentais
conforme descrito nos testes individuais. Em 20
pocos foram colocadas solucoes-teste e, nos qua-
tro pogos restantes, apenas agua, corresponden-
do ao controle interno. Cada pogo recebeu 2 mL
de solugdo-teste, sendo que 1 mL correspondia
ao tratamento Velpar K e T mL, ao Gesapax 500
(Figura 2).

Figura 2. Esquema da distribuicao dos embrides
nos testes de toxicidade aguda de mistura

A CL,, ., de cada componente da mistura
foi calculada com o auxilio da planilha ToxCalc e
a avaliagao dos demais parametros, pelo médulo
“One Way ANOVA”, contido no pacote estatisti-
co SigmaPlot versao 11.0. O nivel de significan-
cia sera estabelecido como sendo p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Teste single

Embrides

A partir dos testes agudos individuais, foi
possivel determinar a CL, ,,, para os peixes ex-
postos ao Gesapax 500 em 53,23 + 3,25 mg/L.
Moura, et al'?, trabalhando com o padrao analiti-
co da ametrina (> 98% de pureza) determinaram
valores semelhante (CL, , 48,46 + 2,20 mg/L)
para essa espécie (p < 0,05). No caso do Velpar
KaCL,,,, foi determinada como 37,45 + 1,741
mg/L. Silva, et al?, trabalhando com o D. rerio
adulto exposto a mistura comercial de diuron
+ hexazinone de composicao similar a testada
neste trabalho, obtiveram uma CL, ,,, de 581,50
mg/L, mostrando-se menos toxica a essa fase de
desenvolvimento. Segundo Chasin e Azevedo'®
muitos contaminantes apresentam toxicidade
maior para individuos jovens e sua habilidade
em biotransformar e detoxificar as substancias é
menor do que nos adultos, o que pode justificar
as diferencas observadas neste trabalho.

Os parametros de desenvolvimento embrio-
nario do paulistinha mostraram-se como excelen-
tes indicadores da toxicidade dos herbicidas testa-
dos. Nas Figuras 3 e 4 observam-se os endpoints
avaliados e as doses dos herbicidas que podem
causar efeito adverso. Em ambos os casos, obser-
va-se que os endpoints mais encontrados durante
os ensaios agudos foram edema, delay (atraso no
desenvolvimento), atraso na absor¢do do saco vi-
telinico e deformidade da cauda. A partir de 20
mg/L dos dois herbicidas, houve mais de 90% de
ocorréncia de deformidades na coluna vertebral.

Neste trabalho, observou-se apenas nas primei-
ras 24 horas a auséncia de separagao da cauda; a di-
minuicao de frequéncia cardiaca foi mais observada
no final dos testes. Os demais endpoints citados no
protocolo do teste FET ndo foram observados.



Figura 3. Endpoints observados em embrides de paulistinha expostos ao Gesapax 500
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Moura, et al'", também observaram que em- sentaram delay, atraso na absorcao do saco viteli-
brides de paulistinha expostos a ametrina (padrao nico e presenca de edemas pericardicos, quando
analitico com > 98% de pureza) por 96h apre- submetidos a concentragoes > 16,8 mg/L.

Figura 4. Endpoints observados em embrides de paulistinha expostos ao Velpar K
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Nas Figuras 5 e 6 observam-se os efeitos dos
herbicidas no desenvolvimento embrionario. O
Gesapax 500 mostrou-se mais toxico que o Vel-
par K, pois no tratamento 20 mg/L de Gesapax

500 houve cerca de 42% de eclosao em 96h de
exposicao. Enquanto que, no teste com o Velpar
K, no tratamento 19,36 mg/L houve cerca de 78%
de eclosao.

Figura 5. Efeito do Gesapax 500 no desenvolvimento embrionario do Danio rerio
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Figura 6. Efeito do Velpar K no desenvolvimento embriondrio do Danio rerio
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Adultos mentos tanto no caso do Gesapax 500 (Kruskal
Em relagdo a mortalidade, a CL, ., para o Wallis H = 13,297, P = 0,021), como para o Vel-

adulto de paulistinha exposto ao Gesapax 500 foi
determinadaem 11,68 + 14,18 mg/L (erro padrao)
e para o Velpar K, em 50,41 + 10,17 mg/L. Nao
foi observada diferenca significativa entre trata-

par K (Kruskal Wallis H = 10,738, P = 0,057).
Em relacdo ao comportamento, a partir das
concentragdes mais baixas testadas (2 mg/L de

Gesapax 500 e 10 mg/L para o Velpar K) todos os



peixes apresentaram distdrbios, permanecendo no
fundo dos aquarios, com periodos de natacdo er-
ratica e perda de equilibrio, intercalados com peri-
odos de paralisia, porém ainda reagindo a estimu-
los mecanicos. A exposicao de peixes a pesticidas,
mesmo em concentragoes subletais, pode levar
a um aumento na lesdo de células cerebrais, dis-
rupcao neuromotora e diminuicdo de motilidade.
Peixes expostos a herbicidas como glifosato e di-
tiopiridina apresentaram reducdo de atividade bio-
quimica, principalmente da enzima colinesterase
(ChE), resultando em alteragdes comportamentais e
hiperestimulagdo muscular, que pode causar teta-
nia, paralisia, interrupgao da respiragao e morte'.

O acard (Geophagus brasiliensis) exposto ao
herbicida 2,4-D (acido diclorofenoxiacético), um
pesticida comumente empregado em pastagens e
no controle de macrofitas aquaticas, apresentou
uma reducdo significativa na estabilidade da mem-
brana lisossomica (Teste do Tempo de Retencao do
Vermelho Neutro — TRVN) (> 10 mg/L) e no consu-
mo de oxigénio dissolvido na dgua e um aumento
da excrecao de amdnia (> 25 mg/L), provavelmente
relacionados ao actimulo e metabolizagdo do con-
taminante no lisossomo e outras alteracbes meta-
bolicas. Quando exposto a concentragbes ainda
maiores (80 mg/L), o que se observou foi a destrui-
cao dos filamentos branquiais e morte dos peixes?.

A exposicao de tilapia do Nilo ao Folidol 600,
um inseticida organofosforado cujo principio ativo
é o paration metilico e que é usado nos tanques
de aquicultura para eliminagao de larvas de insetos
predadores, promoveu ndo somente uma reducao
significativa no consumo de oxigénio dissolvido
na agua (> 1,0 mg/L) e aumento da excrecao de
amoénia (> 0,1 mg/L), mas também um aumento de
parametros hematolégicos (hematécrito e concen-
tracdo de hemoglobina) e uma inibicdo da ativida-
de das colinesterases (AChE, BChE e PChE) (> 0,1
mg/L), conforme o aumento da concentracao e do
tempo de exposicao. Novamente, € apontada como
causa possivel dessas alteragoes a lesao do tecido
branquial e, também, a perda de habilidade na ma-
nutencdo da homeostase. Tanto em baixas quanto
altas concentragdes do pesticida, a atividade das
colinesterases foi inibida, o que pode refletir uma
tentativa de compensacao dos peixes para continu-
arem vivos?'.

Teste em mistura

A partir dos ensaios agudos com a mistura dos
herbicidas, foi determinada uma CL,,, de 34,880
+ 5,324 mg/L para o Gesapax 500 e de 32,103 +
3,216 mg/L para o Velpar K. Quando em mistura,
tanto o Gesapax 500 quanto o Velpar k tornam-se
mais toxico para o paulistinha, quando comparado
com a exposicao individual a cada componente da
mistura (houve sobreposicao dos intervalos de con-
fianga) (p < 0,05).

Em relacdo a mortalidade, o modelo da mistu-
ra que melhor descreve a relacdo entre os dois com-
ponentes € a acdo independente, ou seja, Gesapax
500 e Velpar K quando em conjunto, apesar de sua
acao dissimilar, interagem levando a endpoints to-
xicoldgicos semelhantes. A toxicidade dessa mistu-
ra é dose-dependente, sendo que em baixas doses
ocorre antagonismo, mas em altas doses o que se
observa € o sinergismo entre seus componentes. Se-
gundo o modelo ajustado pelo ToxCalc, o Gesapax
500 é o componente responsavel pelo sinergismo
nessa mistura, ou seja, € o herbicida que promove
uma agao de maior toxicidade quando os dois com-
ponentes agem em conjunto sobre o paulistinha.

Na Tabela 2 podem ser observadas as CE,,,,
para os endpoints determinados. Mais uma vez, es-
ses mostraram-se como excelentes indicadores da
toxicidade dos herbicidas. Dos endpoints estabe-
lecidos no protocolo do teste FET, observou-se nas
primeiras 24 horas apenas a auséncia de separagao
da cauda e, a partir de 72 horas, a diminuigao de
frequéncia cardiaca. Na Figura 7 encontram-se os
demais endpoints observados no ensaio em mis-
tura. Edemas, delay, atraso na absor¢do do saco
vitelinico e deformidade da cauda foram os mais
frequentemente observados.

Quando se analisa os endpoints absor¢ao do
saco vitelinico, atraso da frequéncia de batimentos
cardiacos e delay observa-se que a toxicidade dessa
mistura € dose-dependente, ocorrendo antagonis-
mo entre os componentes. Os valores de CE, .
para absorcao e delay para os peixes expostos ao
Gesapax 500 sdo bastante inferiores quando com-
parados ao Velpar K, demonstrando novamente que
o Gesapax 500 é o componente mais toxico dessa
mistura. No caso do batimento cardiaco observou-
-se uma toxicidade semelhante entre os componen-
tes da mistura (valores proximos de CE,, ,)- Em re-
lagdo ao edema periocardico os valores de CE_,
foram semelhantes entre os dois compostos, mas ao
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contrério do observado em relacdo aos endpoints
citados acima, ocorreu sinergismo entre os com-
ponentes da mistura, ou seja, quando em conjunto
estes apresentam agdo mais toxica sobre o paulis-
tinha. Esse endpoint foi o mais determinado entre
todos os tratamentos.

Scheil, et al*?, avaliaram o efeito do 3,4-dichlo-
roaniline (3,4-DCA), um produto de degradagao do
herbicida diuron, entre outros pesticidas, sobre as
fases iniciais de desenvolvimento do paulistinha.
Os autores expuseram 0s 0vos as seguintes con-
centragoes: 0,5, 0,7, 1, 1,5 e 2 mg/L de 3,4-DCA
por um periodo de quatro dias (96h) e 0,005, 0,01,
0,1, 0,25, 0,5 e T mg/L de 3,4-DCA por 11 dias.
A partir de T mg/L de 3,4-DCA foi observado um
aumento significativo de edemas na cabeca e em
torno do saco vitelinico (96h). Quando a exposicao
foi prolongada, as deformidades ja eram observa-
das a partir de 0,5 e T mg/L (cinco e quatro dias de
exposicao) e > 0,25 mg/L de 3,4-DCA (> 9 dias).
Entre as principais deformidades observadas pelos
autores, 98,3% corresponderam a edemas e 65,7%
a deformidade da coluna vertebral. A CL foi
determinada em 0,388 mg/L 3,4-DCA.

O edema tem sido uma das malformagdes mais
observadas nos testes de toxicidade com D. rerio.
Hallare, et al**, avaliaram a efeito combinado de tem-
peratura e cadmio sobre o desenvolvimento do D. re-
rio, sendo o edema a malformagao mais proeminente
encontrada. Segundo esses autores, o edema também
pode ocorrer em exposicao a poluentes organicos e
deve-se a disfuncdo cardiaca, funcionando como in-
dicador de disrupcao osmética ou metabdlica.

50-11dias

Scheil, et al??, também avaliaram o efeito do
3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) em mistura com o
inseticida Diazinon sobre larvas do paulistinha (11
d), determinando como modelo que melhor descre-
ve a mistura a adicao de concentragdes, quando os
endpoints avaliados foram locomogao, taxa de de-
formacdo e mortalidade. Em relacdo a mortalidade,
esses dados estdo de acordo com os obtidos neste
trabalho, em que foi determinada a adicao de con-
centragdes entre Gesapax 500 e Velpar K.

Em relagdo aos compostos individuais, as pri-
meiras alteragdes foram observadas em paulistinhas
expostos a 20 e 25 mg/L de Gesapax 500 e Velpar
K, respectivamente. Quando em mistura, os her-
bicidas promoveram alteragdes em concentragoes
ainda mais baixas (V1 = 15,21 mg/L). Ambas CEO
(Concentragoes de Efeito Observado) sdo superio-
res aquelas observadas por outros autores em tra-
balhos de quantificagdo em ambientes naturais (ex.
0,7 a 2,9 ug/L para ametrina e 0,3 a 0,5 ug/L para
a hexazinone)®. Apesar disso, essas substancias sao
soltveis em dgua e sua entrada no ambiente aquati-
co pode ocorrer em pulsos com uma concentragao
mais elevada (lixiviagdo). A exposicao cronica em
baixas concentragdes também pode levar a efeitos
similares aos observados em exposi¢des agudas
em altas concentracoes desses herbicidas. Desse
modo, os resultados obtidos neste trabalho devem
ser levados em consideracao quando se pensa prin-
cipalmente na exposicao das comunidades aquati-
cas em ambientes naturais.

Tabela 2. Modelos ajustados para endpoints determinados durante Teste FET com embrides de Danio rerio
expostos aos herbicidas Gesapax 500 e Velpar K, em exposicao individual e sua mistura binaria, em 96 horas

Parametros

Gesapax 500 (mg/L)

Velpar K (mg/L)

Teste Endpoints CENO*  CEOP CE, © (IC 95%) CENO? CEOP CE_<(IC 95%) Modelo?  Efeito de Inibicao
Mortalidade 53,231 (3,248) 38,299 (2,571)
Edema - > 32 - > 25
Single
Abs. Saco® 50 57 - > 25
Def. cauda’ 50 57 - >25
Antagonismo em !
Mortalidade 34,880 (5,354) 32,103 (3,216) Al dose e sinergismo
em T dose
Mistura Edema - > 21,22 24,200 (23,927) - > 15,21 22,802 (8,415) Al Sinergismo
Abs. Saco® - >21,22 6,665 (-) 15,21 >21,17 22,309 (-) Alll Antagonismo
Bat. Cards - > 21,22 31,446 (4,708) 15,21 > 29,46 26,338 (-) Al Antagonismo
Delay" - >21,22 1,678 (-) - > 15,21 19,096 (5,447) A.CJ Antagonismo

a. Concentracdo de Efeito Nao Observado; b. Concentracdo de Efeito Observado = a menor das concentracoes testadas
em que se verificam alteragdes; c. Concentragao efetiva a 50% dos individuos expostos (Intervalo de Confianga a 95%);
d. Modelo que melhor descreve a mistura; e. Absor¢ao do saco vitelinico; f. Deformidade da cauda; g. Diminuigao da fre-
quéncia de batimentos cardiacos; h. Atraso geral no desenvolvimento; i. Acdo Independente; j. Adigdo de concentracdes;

“_n

tbaixa; talta; ndo determinado.



Figura 7. Anomalias em embrides / larvas de paulistinha expostos a mistura dos herbicidas (Gesapax 500

+ Velpar K), no aumento de 40x
48 horas

72 horas

96 horas

"

a. controle; b. G1 + VO: edema e falta de pigmentacdo; c. G3 + V2: edema e atraso na absorc¢do do saco vitelinico; d.
controle; e. G3 +V2: edema e atraso na absorgao do saco vitelinico; f. G4 + V4: edema e delay; g. controle; h. G1 +V3:
edema periocardico, atraso na absor¢ao do saco vitelinico e delay; i. G2 + V1: edema; j. G2 + V1: delay e deformidade
da cauda e |. G4 + V1: atraso na absorcao do saco vitelinico, deformidade da cauda e delay.

Em relacdo a taxa de eclosao dos ovos, ob-
servou-se um atraso nos tratamentos com Gesa-
pax 500: 25% no tratamento G1VO0 (21,22 mg/L)
e, nas misturas - 41,7% em G1V1 (21,22 mg/L
Gesapax 500 x 12,21 mg/L de Velpar K) e 23%
em G1V2 (21,22 mg/L de Gesapax 500 x 21,17
mg/L de Velpar K). Esses valores foram inferio-
res aos observados quando os embrides foram
expostos ao Velpar K isoladamente (54,17% em
GOV1 e 50% em GOV2). Nos demais tratamentos
nao houve eclosao dos ovos.

Analisando-se esses dados, observou-se ha-
ver diferenga significativa entre os tratamentos
(Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks, H =

41,166, P = 0,005), porém nao foi possivel isolar
os tratamentos que diferiram do controle (86% de
eclosdo), usando um procedimento de multiplas
comparagdes (Método Dunn, p < 0,05). Tam-
pouco foi possivel determinar-se a CE, . para a
eclosdo dos ovos pelo ToxCalc. Mas, analisando-
-se esse endpoint, novamente fica evidente que
o Gesapax 500 é mais toxico para essa espécie,
dada a menor taxa de eclosao observada mesmo
na concentracdo mais baixa utilizada.

Padilla, et al**, também observaram que os
herbicidas ametrina e diuron (na concentracao
de 80 mM, equivalente a 12,97 mg/L) sdo toxicos
para embrides / larvas de Danio rerio. Segundo os
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autores, esses dois compostos apresentam uma
transicao gradual entre ndo-efeito e letalidade,
sendo que as concentragdes intermedidrias a es-
ses dois eventos produzem malformacdes signifi-
cativas e/ou atraso na eclosao dos ovos. Em rela-
¢do a hexazinone, componente do Velpar K, esta
ndo apresenta toxicidade para o paulistinha, o
que nos leva a concluir que o diuron é o compo-
nente mais toxico do Velpar K para essa espécie.
Futuros trabalhos devem contemplar a avaliacao
do efeito desses herbicidas para espécies nativas,
a fim de confirmar a adequacao do paulistinha
como modelo para estudos de avaliacao de risco
em condicoes brasileiras.

Os resultados aqui apresentados foram Uteis
em demonstrar a adequagao do Danio rerio para
estudos do efeito combinado de herbicidas em
ambientes aquaticos continentais. Futuros estu-
dos devem avaliar os efeitos agudos e subletais
desses herbicidas para outras espécies, incluin-
do-se as nativas, em diferentes niveis troficos e
biolégicos, como as alteragdes histolégicas e bio-
quimicas decorrentes dessa exposicao. Espera-se
que este estudo auxilie no estabelecimento de
concentragdes maximas permissiveis dos herbici-
das ametrina, diurom e hexazinona nos manan-
ciais de agua doce, com vistas a preservacao de
sua biota aquatica associada.

CONCLUSAO

Ao contrdrio do que se observou nos ensaios
individuais, quando em mistura, o Gesapax 500 é
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mais toxico, apresentando uma CL
relagdo ao Velpar K.
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Os endpoints avaliados foram Uteis para de-
monstrar o efeito destes herbicidas como conta-
minantes ambientais.

Dada a capacidade de transporte dos her-
bicidas no ambiente aquatico, conclui-se ainda,
que estes podem representar um risco aos dife-
rentes niveis tréficos, mesmo longe das dreas de
cultivo de cana-de-acucar.
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herbicidas, ou seja, quando presentes no am-
biente, Gesapax 500 e Velpar K apresentam uma
efeito mais téxico para o paulistinha.

Ambas as substancias, bem como sua mis-
tura bindria, levaram a severas alteracbes em em-
brides e larvas de Danio rerio.

A abordagem em vdrios niveis foi efetiva-
mente empregada para demonstrar que diferentes
endpoints podem reagir em diferentes niveis de
sensibilidade, dependendo do xenobiético.

Ainda que as alteragdes observadas nao
levem a mortalidade nas concentracdoes mais
baixas, podem comprometer a capacidade de
alimentacao, fuga a predacao e reproducao dos
peixes, o que, em longo prazo, pode colocar em
risco a manutengao das comunidades aqudticas.
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