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ENSAIO DE TOXICIDADE COM ARTEMIA SALINA EXPOSTAS AO
GLIFOSATO, MANCOZEBE, FIPRONIL E SUAS MISTURAS

TOXICITY TEST WITH SALINE ARTEMIA EXPOSED TO GLYPHOSATE,
MANCOZEB, FIPRONIL AND THEIR MIXTURES
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O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a mortalidade de
nduplios de Artemia salina tratados com os agrotéxicos Fipronil, Glifosato e Mancozebe, nas
doses estabelecidas pela Ingestio Didria Aceitdvel (IDA/ANVISA) e o dobro da dose
(IDA/ANVISA) e suas misturas. Os nauplios foram obtidos a partir de cistos de A. salina,
sendo expostos aos agrotdxicos individualmente e em misturas, seguindo protocolos de
bioensaio. Os resultados indicaram que a exposicdo aos agrotéxicos aumentou a
mortalidade, sendo mais pronunciada em exposi¢des prolongadas de 48 horas. A avaliacio
das misturas revelou padrdes distintos de toxicidade, destacando a combinacdo de Glifosato
e Mancozebe como a mais téxica. Surpreendentemente, a duplicacio da dose de Mancozebe
resultou em uma redugio na mortalidade dos microcrusticeos. O teste de resisténcia ao pH
das solu¢des mostrou que os nduplios apresentaram alta resisténcia a uma faixa que vario de
5,5 A 9,8. Esses achados ressaltam a complexidade das interacSes entre agrotdxicos e a
importincia de avaliar nio apenas seus efeitos individuais, mas também suas combinacdes
para compreender abrangentemente os riscos ambientais associados a essas substincias.
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The present study had as its main objective to evaluate the mortality of
Artemia salina nauplii treated with the pesticides Fipronil, Glyphosate, and Mancozeb, at
doses established by the Acceptable Daily Intake (ADI/ANVISA) and twice the dose
(ADI/ANVISA), as well as their mixtures. The nauplii were obtained from A. salina cysts
and were exposed to the pesticides individually and in mixtures following bioassay
protocols. The results indicated that exposure to pesticides increased mortality, with a more
pronounced effect in prolonged exposures of 48 hours. Evaluation of the mixtures revealed
distinct patterns of toxicity, with the combination of Glyphosate and Mancozeb being the
most toxic. Surprisingly, doubling the dose of Mancozeb resulted in a reduction in
microcrustacean mortality. The pH resistance test of the solutions showed that the nauplii
exhibited high resistance within a pH range of 5.5 to 9.8. These findings underscore the
complexity of interactions between pesticides and emphasize the importance of assessing
not only their individual effects but also their combinations to comprehensively understand
the environmental risks associated with these substances.
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INTRODUCAO

A crescente preocupacio com a satde humana nas dltimas décadas tem sido
impulsionada por diversos fatores, sendo a contaminagio por agrotéxicos um significativo
e recorrente motivo de inquietagdo. Estudos como os de (Nougadeére et al., 2012; Chowdhury
et al., 2013; Peng et al., 2014; Guo et al., 2018; Chen et al., 2019) tém destacado a prevaléncia
da ingestdo continua de baixas doses desses compostos, resultantes da presenga residual nos
alimentos comercializados. Este fenémeno nio apenas levanta preocupacdes sobre a
seguranga alimentar, mas também suscita quest8es profundas sobre os potenciais impactos
na satde publica, marcando um desafio significativo para as politicas de sadde e
regulamenta¢des ambientais. Neste contexto, a compreensio abrangente dessas implicacdes
torna-se imperativa para desenvolver estratégias eficazes de mitigacdo e protecdo da satide
da populacio.

Os Agrotéxicos tem grande importincia na agricultura, pois contribuem diretamente
com o aumento da produtividade agricola e com a melhoria da aparéncia dos alimentos. Por
outro lado, interferem diretamente na satide da populacdo, tanto dos trabalhadores das
lavouras como dos consumidores finais dos produtos, visto que estd comprovada a existéncia
de residuos nos alimentos que consumimos (Chowdhury et al., 2013).

Tendo em vista que o Brasil é um dos maiores consumidores de agrotéxicos do
mundo, surge a necessidade de analisar esses impactos sobre a satide da populacio, visto que
vérios estudos associam o consumo e manejo de agrotéxicos a longo prazo a diversas
patologias humanas (Abrasco, 2012).

Os agrotéxicos que serdo utilizados neste estudo foram selecionados por terem ampla
utilizagdo na agricultura em nosso pais e por terem sido encontrados nos alimentos
analisados pelo Programa de Analise de Residuos de Alimentos (PARA) (Anvisa, 2019¢c)
desenvolvido pela Agéncia de Vigilincia Sanitdria, pelo qual foi possivel identificar quais
as classes de xenobidticos mais empregadas na regido Centro-Oeste. Assim, os pesticidas
que compdem este estudo sio as formulagdes comerciais do Fipronil (Poderoso 25CE-Grupo
Kelldrin), o Glifosato (Gliz®480SL-Dow Agroscience) e o Mancozebe (Dithane®NT-Dow
Agroscience) e estdo descritos a seguir.

Fipronil pertence a uma nova geragio de inseticidas, fenilprizélico de amplo espectro,
recomendado para uso agricola, veterinirio, médico e para controlar uma grande variedade

de pestes urbanas (Zortéa et al., 2018; Tavares, 2015; Peng et al., 2014; Zhao et al., 2004).
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Sua degradacio por oxidacdo metabdlica produz a fipronil sulfona e sua degradacio
por fotélise produz fipronil dessulfinil, havendo pouca diferenca de toxicidade entre o
fipronil e seus metabdlitos (Zortéa et al., 2018). A acdo téxica do fipronil é devida a sua agdo
bloqueadora e nio competitiva dos canais de cloreto ligados aos receptores GABA (4c. gama-
aminobutirico) do sistema nervoso (Tavares, 2015; Zhao et al., 2004).

Além do sistema nervoso central, nos mamiferos, o figado é outro potencial alvo
deste inseticida. Sua agdo téxica parece estar relacionada com a inibi¢do da sintese de ATP,
atuando como inibidor e desacoplador mitocondrial, além de estimular o efluxo de fons
calcio (Zortéa et al., 2018). A degradagio hep4tica por oxidagio é catalisada por enzimas do
citocromo P450, e tanto o fipronil como seus metabélitos (fipronil sulfona e fipronil
dessulfinil) resultantes da degradagio podem induzir a morte de hepatécitos humanos
(Leghait et al., 2009; Das et al.,2006).

Seu uso estd proibido nos Estados Unidos e na China devido sua toxicidade e aos
riscos ecolégicos (Chen et al, 2018), como alta mortalidade de abelhas (Holder et al., 2018).
Por outro lado, a Unido Europeia e o Japdo permitem um limite méximo de residuo nos
alimentos e produtos agricolas de aproximadamente sug/Kg de peso corporal (Chen et al.,
2018), assim como no Brasil, em que a Anvisa determina o limite de o,2ug/Kg de peso
corporal como ingestdo didria aceitdvel (IDA) (Anvisa, 2019b). Na China, apesar de estar
proibido ha mais de 10 anos, residuos de fipronil ainda podem ser encontrados nos vegetais,
frutas, chd e outros produtos agricolas, devido a sua persisténcia no ambiente ou ao seu uso
indiscriminado (Chowdhury et al., 2013; Chen et al., 2018).

J4 o Glifosato é classificado como um herbicida pés-emergente, pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas, possuindo aco sistémica. Representam em média 40% do
consumo de agrotéxicos no Brasil, e o indice monografico publicado pela Anvisa, determina
uma Ingestdo Didria Aceitdvel (IDA) de 0,042 mg/Kg p.c. (Anvisa, 2019a).

A agéncia internacional de pesquisa em cincer (IARC) admite que o glifosato causa
cAncer em animais de laboratério tratados com esse herbicida. Além disso, o relatério indica
o glifosato como potencial causador de alteragdo na estrutura do DNA e nas estruturas
cromossdmicas das células humanas (larc, 2017; larc, 2015; Guyton et al., 2015).

Os fungicidas constituem um dos principais defensivos utilizados na agricultura,
sendo o Mancozebe um produto de amplo espectro comercializado em grande escala e
indicado para uma ampla variedade de culturas, que vdo desde hortalicas até cereais. Seu

principio ativo é o etilenobisditiocarbamato (EBDC) (Grisolla, 2005), e a Anvisa o considera
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como um fungicida de classificagio ambiental II, ou muito perigoso ao meio ambiente
(Goldoni, 2012).

De acordo com dados da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria (Anvisa), os
fungicidas da classe dos ditiocarbamatos sio compostos derivados do 4cido ditiocarbidmico
que apresentam baixa toxicidade aguda. No entanto, os EBDCs apresentam riscos
associados ao seu principal produto de metabolizagio, a etilenotiouréia (ETU). Apesar disso,
existem fortes evidéncias de carcinogenicidade, desordens reprodutivas e neurotoxicidade
em animais de laboratério ou em trabalhadores rurais expostos ao Mancozebe. De acordo
com o indice monogréfico publicado pela Anvisa a quantidade de ingestdo didria aceitével
(IDA) para o mancozebe e de 0,03 mg/Kg de peso corporal (Anvisa, 2020).

E comum ocorrer a infestacio de plantas daninhas, pragas e doengas,
coincidentemente em uma mesma zona agricola. Desta forma, o uso de misturas de
agrotdxicos se torna uma medida corriqueira e econdmica adotada pelos agricultores, ou seja,
os alimentos que consumimos muitas vezes estdo contaminados com mais de um agrotéxico
(Gazzieiro, 2015).

Chaulet et al., 2019) comentam que a possibilidade da mistura de glifosato e fipronil
é bastante comum, pois o glifosato é normalmente indicado e utilizado para dessecar culturas
de arroz, soja, e milho e facilitar a colheita. Por outro lado, no pés-colheita, inseticidas i base
de fipronil sio utilizados para tratar as sementes dessas mesmas culturas durante o
armazenamentoem silos. Portanto, é de se esperar que esses grios, ou seus produtos
derivados, cheguem contaminados com esses agrotéxicos & mesa da populacido brasileira.

Além disso, e o mais grave, é que a exposi¢do da mistura de glifosato e fipronato
(Chaulet et al., 2019) promove um efeito sinergistico, aumentando os efeitos adversos desses
agrotoxicos.

Efeitos sinergisticos também s3o relatados em virios outo tipos de misturas de
agrotéxicos, como glifosato e clorpirifos (Bonifécio et al., 2016), endosulfan e fenanterano
(Kim et al.,2018), abamectina e defenoconazole (Sanches et al., 2018), permetrina e
cipermetrina (Yang et al., 2014), clorpirifés e cipermetrina (Zhang et al., 2017) e vérias outas
misturas de agrotdéxicos (Wang et al., 2017 e 2018).

Partindo desse pressuposto, torna-se de suma importincia estudar a agdo de misturas
de diferentes agrotéxicos em organismos vivos.

Em vista do exposto acima, experimentos que permitem a avaliagdo dos efeitos de

baixas doses de pesticidas, isolados ou combinados, simulando as concentra¢des encontradas
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no ambiente, ou que a legislagio brasileira permite como residuo em alimentos, certamente
contribuird para uma melhor compreensio da dinidmica desses compostos no meio ambiente,
seus efeitos nos organismos vivos, e consequentemente para a satide humana.

Em vista disso, modelos experimentais como a Artémia salina L., um microcrusticeo
da ordem Anostraca encontrado em 4guas salgadas, tem sido usado desde 1956 em
experimentos laboratoriais como bioindicador de toxicidade, devido seu baixo custo, alta
sensibilidade e facil manuseio (Cavalcante et al., 2000).

A letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificacio de repostas
biolégicas, cujas varidveis como a morte ou vida sio as tinicas envolvidas (Meyer et al., 1982;
Carvalho et al., 2009). O ensaio de toxicidade com Artemia salina consiste em avaliar a
toxicidade aguda do composto testado e por isso é fator determinante em bioensaios.

Do exposto acima, estudos das interagdes de pesticidas esclarecem a forma com que
a agroindustria prejudica a satde no Brasil e no mundo, e faz com que seja ainda mais
necessario o estudo extensivo de xenobiéticos, como também, a forma com que a populagio
busca a restitui¢do da sadde.

O comprometimento da satide da populacio por meio da ingestio residual de
agrotdxicos nos alimentos, apesar dos érgdos competentes determinarem que s3o aceitdveis
e inbcuas, faz necessaria a elucidagdo dos reais efeitos dessas baixas doses, e a comprovagio
de que s3o realmente seguras.

Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar a mortalidade de nauplios de

Artémia salina tratados com agrotéxicos Fipronil, Glifosato e Mancozebe nas doses de

IDA/ANVISA e o dobro da IDA/ANVISA, assim como suas misturas.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DOS NAUPLIOS DE ARTEMIA SALINA

Os cistos de A. salina foram adquiridos pela doagio da Empresa Artémia salina do
RN, Rio Grande do Norte/RN. Para eclosio, os cistos foram colocados em solu¢io salina
3,5%, 0,06mg de extrato de levedura, e pH entre 8 e 9, o0 que j4 é alcancado somente com a
utilizag¢do do sal marinho da marca Ocean Tech, sem necessidade de ajuste do pH. Dessa
forma, obtivemos a solugdo salina final padronizada para eclosdo e incubag¢io dos cistos e
para a dilui¢do dos agrotédxicos. A salina padronizada com os cistos ficaram em um funil de

separagdo (artemilheiro), continuamente aerada, iluminada com uma ldmpada fluorescente
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de 40W e com temperatura mantida entre 26 a 302C, durante 24 horas, quando se tinha inicio
a eclosio dos cistos.

Apbs a eclosdo os nauplios foram agrupados devido a atragio pela luz (ainda dentro
do artemilheiro) e coletados com auxilio de uma pipeta de Pasteur, sendo transferidos para
uma placa de petri com salina fresca (adaptado de MOLINA-SALINAS et al.,,,, 2006), para
separacdo dos nduplios com natagio mais ativa, que eram coletados para compor o teste de

toxicidade.

BIOENSAIO COM ARTEMIA SALINA

Para o teste de toxicidade foi feita uma adaptacio do recomendado por Molina-
Salinas et al.,,, (2006); Meyer et al., (1982) e pelo Teste 202: Daphnia sp, Acute Immobilization
Test (OECD, 2004).

Nesse teste, foi utilizada uma microplaca com 96 pogos, nos quais eram colocados
4oouL de solugido teste (agrotéxicos isolados e suas combinagses), controle negativo (salina
3,5%) e controle positivo de dicromato de potassio (K,Cr,O, - 0,00i1M - 0,4mg/mL). As
solucBes teste de agrotéxicos eram compostas de uma diluicdo dos produtos comerciais
correspondente 2 IDA (Ingestdo Diéria Aceitdvel) determinada pela Anvisa e publicada no
Indice Monografico/Anvisa. As misturas foram feitas a partir de combina¢des duas a duas
e das trés formulacdes de forma a manter a dose correspondente & IDA para cada
componente da mistura.

A solugio teste de mancozebe era composta de uma dilui¢do do produto comercial
DITHANE®NT-Dow Agroscience na concetragio de o,03ppm (mg/Kg de peso corporal)
de mancozebe, que ¢ a dose correspondente 3 IDA (Ingestio Didria Aceitivel (ANVISA,
2020).

A solugdo teste glifosato era composta de uma dilui¢io do produto comercial
Gliz®480SL-Dow Agroscience na concetragio de 0,042 mg/Kg de peso corporal de Gifosato,
que é a dose correspondente a IDA (Ingestio Didria Aceitdvel) (Anvisa, 2019a).

E a solugio teste Fipronil era composta de uma diluicio do produto comercial
Poderoso 25CE-Grupo Kelldrin), na concentragio de o,2ug/Kg de peso corporal que é a dose
correspondente 4 IDA (Ingestio Didria Aceitdvel (Anvisa, 2019b).

O cada tratamento foi constituido de 6 repeti¢des (pogos) com 10 nduplios cada, de
acordo com o recomendado pelo Teste 202 (OECD, 2004). Apds 24 e 48h de incubacio foi

realizada a contagem do nimero de nduplios mortos/iméveis para anélise dos resultados.
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Os resultados estdo apresentados como MédiatDesvio padrio da média, e a eles foi

aplicada uma analise de varidncia (ANOV A) seguido do Teste t com 5% de significincia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ENSAIO DE TOXICIDADE COM AGROT(’)XICO~S, GLIFOSATO, FIPRONIL E
MANCOZEBE NAS DOSES DE INGESTAO DIARIA ACEITAVEL
(IDA/ANVISA)

Ao analisarmos os dados de mortalidade dos nduplios de artemias tratados com os
agrotéxicos isolados durante 24 e 48h, nas doses de Igestio Diiria Aceitdvel (IDA)
determinadas pela ANVISA como seguras, foi possivel observar que a exposi¢do durante 24
e 48h proporcionou uma mortalidade dos cruticeos expostos aos agrotéxicos em relagdo aos
seus respectivos controles negativos, os quais nio apresentaram nenhuma mortalidade.
Assim, quando analisamos a mortalidade dos n4uplios expostos durante 24h (*) e 48h (#)
(Figura 1) verificamos que todos os agrotéxicos (Mancozebe, Fipronil e Glifosato) causaram
mortalidade de aproximadamente 1,2%3,3% em 24h de exposi¢io e 3,43%5,74% em 48 horas de
exposicio (p<o,05).

No entanto, é importante destacar que somente as moléculas de Mancozebe e

Fipronil demonstraram aumento da mortalidade quando comparamos os efeitos téxicos

entre a exposi¢do durante 24h com a exposi¢io durante 48 horas (#) (Figura 2).
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Figura 1: Mortalidade (%) dos nduplios de Artemia salina expostos as formulagdes comerciais de agrotéxicos
nas doses de Ingestio Diiria Aceitavel (IDA/Anvisa) (Glifosato: o,042mg/Kg p.c.; Fipronil: o,2ug/Kg p.c.;
Mancozebe: 0,03mg/Kg p.c.) durante 24 e 48h. (p<o0,05) versus Controle negativo/24h; #(p<o,05) versus
Controle negativo/48h.
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Figura 2: Mortalidade (o) dos nduplios de Artemia salina expostos is formulagdes comerciais de agrotéxicos
isoladamente nas doses de Ingestio Diaria Aceitdvel (IDA/Anvisa) (Glifosato: 0,042mg/Kg p.c.; Fipronil:
0,2ug/Kg p.c.; Mancozebe: 0,03mg/Kg p.c.) durante 24 e 48h. GLI=Glifosato; FPN=Fipronil; MZ=Mancozebe.
* (p<0,05) versus Controle negativo/24h; #(p<0,05) versus Controle negativo/48h; ¢ (p<o,05) para 24h x 48h.

Os resultados sugerem que os agrotéxicos Mancozebe, Fipronil e Glifosato tém
efeitos semelhantes na sobrevivéncia dos nduplios de artemias, com o tempo de exposi¢io
desempenhando um papel crucial. Ao analisarmos a toxicidade dos agrotéxicos devemos
considerar nio apenas as doses, mas também a duracio da exposi¢io, para avaliar
adequadamente os riscos ambientais associados a esses produtos quimicos.

No caso de Mancozebe, o alto indice de mortalidade dos néuplios expostos a esse
agrotéxico corrobora com o estudo de Van Genuchten e Pefia (2017), que enfatizaM a
relevincia de Mancozebe como poluente devido & sua composi¢do metdlica e 4 inducio do
desequilibrio redox. Isso reforca a ideia de que fons metalicos, especificamente o Zn, no caso
do mancozebe, podem provocar estresse oxidativo, o que pode explicar os efeitos adversos
observados nas artemias.

Um estudo de exposigdo de peixes ao Zn realizado por (Zheng et al., 2015) ressalta
seu efeito no metabolismo lipidico, mostrando as alteragdes causadas pela presenca desse ion
em ambientes aquiticos. Os resultados indicaram impactos diferentes nas atividades
enzimiticas relacionadas ao metabolismo lipidico em érgdos como o figado e os musculos.

No figado, a redugio das atividades enzimaticas lipogénicas sugeriu uma diminui¢io
na quantidade de lipidios, acompanhando a diminui¢cdo do conteddo lipidico hepatico

(Zheng et al., 2015). A diminui¢do da atividade da Lipoproteina Lipase (LPL) apés a ingestdo
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dietética do zinco mostrou uma menor disponibilizacdo de lipidios para o figado, alinhando-
se com a diminui¢io da sua deposi¢do hepatica (Zheng et al., 2015).

Comparativamente 3 exposicdo dietética, a exposicdo do Zn via dgua (expozicdo
ambiental) aumentou a atividade das enzimas Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) e
Acido 6-fosfoglucénico (6PGD), sem impacto notivel nas atividades da Acido Graxo
Sintase (FAZ) e LPL. J4 no miusculo, a exposicio ao Zn por ingestio dietética, em
comparac¢do com a exposi¢io ambiental na 4gua, mostrou uma tendéncia de aumento na
expressio de mRNA de Receptores Gama Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
(PPARY). O PPAR é um fator de transcri¢do ativado por ligante que se liga aos elementos
de resposta correspondentes, ativando genes envolvidos na oxidacdo de 4cidos graxos
(Zheng et al.,2015).

Ao correlacionar os resultados do experimento com o trabalho de (Atamaniuk et al.,
2014), que estudou os efeitos da contaminagio de peixes com Mancozebe, podemos concluir
que a alta mortalidade observada nos nduplios de artemias expostos aos agrotdxicos pode ser
atribuida a um possivel estresse oxidativo. Esse autor também destaca a importincia de
considerar o estresse oxidativo como um alerta para um monitoramento ambiental mais
especifico. No contexto do nosso trabalho, isso implica que a exposicdo aos agrotéxicos pode
nio apenas impactar a sobrevivéncia direta dos nduplios, mas também desencadear respostas
fisiolégicas adversas. Além disso, os resultados de Atamaniuk et al., (2014) destacam que
peixes expostos ao Mancozebe podem sofrer mudangas comportamentais e fisioldgicas,
diminuindo o estresse oxidativo cerebral. A partir do exposto, concluimos que o
monitoramento ambiental diante da presenca xenobidticos como o Mancozebe, alerta para
potenciais efeitos negativos no ambiente, sendo que as artemias possuem grande potencial
como modelo experimental para esse tipo de monitoramento.

Essa correlagio entre os estudos destaca a complexidade das respostas biolégicas aos
agrotdxicos, especificamente ao Mancozebe, e ressalta a importincia de considerar nio
apenas os compostos quimicos em si, mas também as condi¢des de exposi¢io e os efeitos a
longo tempo no metabolismo dos organismos aquéticos. A compreensio dessas interacdes é
essencial para uma avaliagio abrangente dos riscos ambientais associados aos agrotéxicos.

A aniélise do Fipronil em nosso trabalho também revelou um alto indice de
mortalidade nos nduplios de Artemia salina, especialmente apés 48 horas. Esses resultados
estio em concordincia com as conclusdes apresentadas por Dallarés et al., (2020), que

revelou que a exposi¢io ao Fipronil teve impactos prejudiciais nos biomarcadores
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fisiolégicos e metabdlicos do robalo europeu, incluindo aumento do estresse oxidativo.
Assim, o trabalho de Dallarés et al., (2020) e os nossos reaultados sugerem que o Fipronil
pode representar uma ameaga para as espécies de peixes em ecossistemas estuarinos.

Por fim, ao analisar os resultados do Glifosato, podemos concluir que este herbicida
teve um efeito positivo na mortalidade dos naduplios, conforme ilustrado na Figura 2. No
entanto, o periodo de exposi¢io nio teve influéncia na mortalidade dos microcrusticeos, que
manteve uma média de 2,4+5,0 nduplios mortos para ambos os tempos testados (24 e 48
horas).

Rodrigues (2016) avaliou a mortalidade dos nduplios de Artemia salina expostos a
diferentes concentragdes de herbicidas a base de glifosato, Glifosato puro (GLI), Formulacio
equivalente — Glifosato AKB 480 (AKB) e Formulacio de referéncia - Roundup® Original
(RUP) ao longo de 48h. Os resultados destacam efeitos letais significativos para todas as
trés substincias testadas, especialmente o glifosato puro, que resultou em uma mortalidade
de 809% aos microcrusticeos expostos a uma dose de 100 mg/L. Porém, a composigio
Formulag¢io de referéncia - Roundup® Original foi identificado como o mais téxico,
apresentando alta mortalidade desde a dose inicial de 10 mg/L, superando a formulagio
equivalente (AKB) e o glifosato puro (GLI).

Essas descobertas foram respaldadas pelos valores das concentracdes letais médias
(CLs), proporcionando uma avaliagdo quantitativa da toxicidade. A classificagio da
toxicidade aquatica, conforme os critérios do GHS (Globally Harmonized System, 2007),
realca as preocupagdes relacionadas ao uso indiscriminado de herbicidas, com potencial para
causar desequilibrios nos ecossistemas. Isso sublinha a importincia da avaliacdo do risco
ambiental, especialmente em relagio as formula¢Ges de glifosato que contém surfactantes,
como o POEA (Polioxietileno amina).

Os nossos resultados sdo diferentes dos apresentados por Rodrigues (2016) que
encontrou para uma formula¢io comercial do Glifosato uma mortalidade mais alta,
contririo ao encontrado em nosso trabalho, ressaltando o efeito individual de cada
agrotéxico. Isso pode ser devido 4 dose e 4 formulagio utilizada, a qual pode apresentar uma
propor¢io diferente de seus componentes, e isso levar a um antagonismo ou sinergismo na
acdo do produto comercial.

Dessa forma, nossos dados mostram que a exposi¢do aos agrotdxicos resultou em

mortalidade em ambos os periodos de tempo (24 e 48 horas) para todos os produtos quimicos
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testados, ressaltando que a toxicidade dessas substincias para os nduplios de artémias sio

maiores apés 48 horas, mesmo em doses consideradas seguras pela ANVISA.

ENSAIO DE TOXICIDADE COM AS MISTURAS DOS AGROTOXICOS,
GLIFOSATO, FIPRONIL E MANCOZEB NAS DOSES DE INGESTAO DIARIA
ACEITAVEL (IDA/ANVISA)

As misturas compostas pela combinacdo de dois e trés agrotéxicos promoveram
efeitos de diferentes maneiras na mortalidade dos nduplios de artemias nos dois tempos de
exposicio (24 e 48h) (Figura 3). Nio foi observado efeito das misturas Fipronil e Mancozebe
(FP+MZ), Glifosato e Fipronil (GLI+FP) e Glifosato, Fipronil e Mancozebe (GLI+FP+MZ)
nos nauplios expostos durante 24h, e nem na mistura Glifosato e Fipronil (GLI+FP) nos
nauplios expostos durante 48h, sendo observado uma mortalidade média de (2,46+4,97%)
em relagdo ao controle, o qual apresentou nenhuma mortalidade. Porém, observamos uma
mortalidade de 3,6+6,4% para os nduplios expostos & mistura de Glifosato e Mancozebe

(GLI+MZ) durante 24h em relagio ao seu controle.
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Figura 3: Mortalidade (o) dos n4uplios de Artemia salina expostos as formulagdes comerciais de agrotéxicos e
suas misturas, nas doses de Ingestio Didria Aceitdvel (IDA/Anvisa) (Glifosato: 0,042mg/Kg p.c.; Fipronil:
o,2ug/Kg p.c; Mancozebe: o0,03mg/Kg p.c.) durante 24 e 48h. GLI+MZ=Glifosato e Mancozebe;
FPN+MZ=Fipronil e Mancozebe; GLI+FPN+MZ=Glifosato, Fipronil e Mancozebe; GLI+FPN= Glifosato e
Fipronil. *(p<o,05) versus Controle negativo/24h; # (p<0,05) versus Controle negativo/48h.

Com o aumento de mais 24h no periodo de exposi¢io houve um aumento da
mortalidade dos crusticeos. Dessa forma, o tempo de exposicdo de 48h exerceu um efeito
significativo na mortalidade dos nduplios quando comparados com seus controles, sendo

que, foi observado um aumento de 38,89% na mortalidade dos crusticeos expostos com as
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misturas, Glifosato e Mancozebe (GLI+MZ) e Fipronil e Mancozebe (FP+MZ). J4 para a
mistura de Glifosato, Fipronil e Mancozebe (GLI+FP+MZ) foi observado um aumento de
100% na mortalidade dos nduplios quando comparado com seu respectivo controle.

Ao compararmos a mortalidade dos microcrusticeos entre os tempos de exposicio 24
e 48h s6 observamos um aumento significativo (p<o0,05) da mortalidade para a mistura de
Glifosato, Fipronil e Mancozebe (GLI+FP+MZ), a qual ndo exerceu efeito téxico nos
nduplios expostos durante 24h, porém promoveu uma mortalidade de 2,54,3% no periodo
de 48h de exposicio.

O periodo de 48h de exposi¢do as misturas de pesticidas foi o que apresentou maior
porcentagem de mortalidade aos nduplios. Por isso, fizemos uma comparacio entre elas para
saber qual apresentaria a maior toxicidade. Assim, foi possivel notar que a mistura de
Glifosato e Mancozebe (GLI+MZ) foi a que se mostrou mais téxica, exibindo os maiores
valores de mortalidade (5,0+6,5%) (Figura 4). Porém, essa mistura mostrou apresentar a
mesma toxicidade (p>0,05) que as misturas Fipronil e Mancozebe (FP+MZ) e Glifosato,
Fipronil e Mancozebe (GLI+FP+MZ), as quais apresentaram uma mortalidade de
aproximadamente 2,5t4,3%, ou seja, 50% menor. Por outro lado, a mistura de Glifosato e
Fipronil (GLI+FP) foi a que apresentou a menor porcentagem de mortalidade para os
nauplios (0,8+2,80%), mas foi significativamente diferente da mistura de Glifosato e
Mancozebe (GLI+MZ) (p<0,05), a qual apresentou uma toxicidade aproximadamente seis

vezes maior que a de Glifosato e Fipronil (GLI+FP) (Figura 4).
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Figura 4: Mortalidade (%) dos nauplios de Artemia salina expostos is formulagdes comerciais de agrotéxicos e
suas misturas, nas doses de Ingestio Didria Aceitdvel (IDA/Anvisa) (Glifosato: 0,042mg/Kg p.c.; Fipronil:
o,2ug/Kg p.c; Mancozebe: o0,03mg/Kg p.c.) durante 48h. GLI+MZ-=Glifosato e Mancozebe;
FPN+MZ=Fipronil e Mancozebe; GLI+FPN+MZ=Glifosato, Fipronil e Mancozebe; GLI+FPN= Glifosato e

Fipronil. Médias seguidas de mesmas letras (p>0,05) e letras diferentes (p<o,05).
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A partir disso é possivel concluir que a mistura de Glifosato e Fipronil (GLI+FP) nas
doses de Ingestdo Diaria Aceitdvel (IDA/Anvisa) no sdo téxicas para nduplios de artémias,
mesmo expostas durante 48h consecutivas, e consequentemente aparentam ser a mais
segura. Porém, a mistura de Glifosato e Mancozebe (GLI+MZ) foi a que apresentou maior
porcentagem de mortalidade dos microcrusticeos, sendo a que apresentou maior toxicidade
aos nauplios expostos, tanto em 24h como em 48h de exposicio.

Os resultados obtidos destacam a importincia de avaliar a toxicidade nio apenas de
agrotéxicos individuais, mas também de suas combinaces, pois os efeitos podem ser
diferentes quando esses produtos sio usados em conjunto. Com isso concluimos que a
mistura GLI+FP nas doses de Ingestdo Didria Aceitdvel (IDA/Anvisa) ndo é téxica para os
nduplios de artémias é relevante do ponto de vista da seguranga ambiental, sugerindo que
essa combinacio especifica pode ser uma op¢io menos prejudicial.

Os resultados de nosso experimento indicam que a mistura de agrotéxicos,
especificamente a combinacdo de glifosato e mancozebe (GLI+MZ), apresentou maior
toxicidade para as artemias em comparagio com outras combinacdes, como glifosato e
fipronil (Gli+FPN). Além disso, a combinagio de glifosato e mancozeb (GLI+MZ) pareceu
exibir sinergismo, enquanto a combinagdo de glifosato e fipronil (GLI+FPN) demonstrou
antagonismo.

No estudo de Laetz et al., (2009), ao expor juvenis de salmio prateado (Oncorhynchus
kisutch) a concentragdes de dois produtos quimicos, Diazinon e Malathion, o,5 vezes acima
de suas Concentragdes Efetivas (CEs,) - com dose de 1,0 ug/L - foi observado efeito sinérgico,
resultando em 100% de mortalidade e uma inibi¢io de 2996 na atividade da acetilcolinesterase
(AChE). Este sinergismo foi evidente ndo apenas para essa combinagdo, mas também para
todas as combinac¢des dos cinco pesticidas avaliados: Diazinon, Clorpirifos, Carbaril,
Carbofurano e Malathion. O ndmero de combinacdes que mostraram sinergismo
significativo aumentou com o aumento das concentra¢des. Embora o estudo tenha explicado
o sinergismo entre ésteres de fosfato e carbamatos devido a diferentes alvos bioquimicos,
nio afirmou que esse fendmeno se aplica igualmente aos efeitos sinérgicos observados entre
dois ésteres de fosfato ou dois carbamatos. A pesquisa destaca a complexidade dos efeitos
sinérgicos, especialmente entre classes distintas de pesticidas.

Esses achados sustentam nossos resultados na mistura de glifosato e mancozebe

(GLI+MZ), na qual a composi¢do dessa mistura, que contém carbamatos, possivelmente
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contribuiu para os efeitos sinérgicos observados e ilustrados na Figura 4. Isso é evidenciado
quando comparamos os resultados dessa mistura com a dnica mistura que nio possui
carbamato, que é a mistura de glifosato e fipronil (GLI+FPN), a qual apresentou o menor
indice de mortalidade.

As interagdes entre herbicidas e inseticidas organofosforados usando a lentilha-
d'dgua (Lemna minor) e a alga Pseudokirchneriella subcapitata como organismos-teste foram
observadas por Munkegaard et al., (2008). Notavelmente, quando foram testadas as
combinacdes dos herbicidas bentazona e dos inseticidas malation, endosulfan ou clorpirifés
foi observado um efeito antagdnico. Esse antagonismo foi constatado tanto na soma das
concentragdes dos componentes quanto nos efeitos esperados de cada componente quando
usados isoladamente. Importante destacar que essas misturas de substincias, que nio eram
por si sd, toxicas, se mostraram adversamente interativas quando combinadas.

A composicdo das misturas de produtos quimicos desempenha um papel crucial nos
efeitos observados em organismos-teste, destacando a importincia da composi¢io quimica
na toxicidade resultante. Essas observagdes destacam a complexidade das interacdes
quimicas e a necessidade de avaliar nio apenas os efeitos individuais de substincias, mas
também os efeitos combinados quando utilizadas em misturas. Essas descobertas tém
implicaces importantes para a seguranca ambiental e a regulamentacio de produtos
quimicos agricolas, enfatizando a necessidade de uma avaliacdo abrangente de riscos em

situagdes de exposi¢io multipla.

ENSAIO DE TOXICIDADE COM AGROTOXICOS, GLIFOSATO, FIPRONIL E
MANCOZEBE EM DOSE DUPLICADA (IDA/ANVISA)

Os dados referente a exposi¢do dos nduplios com o dobro da dose IDA/Anvisa estdo
apresentados nas Figuras 5 e 6. Ao dobrar a dose (IDA/Anvisa) dos agrotéxicos, mantendo
os mesmos periodos de exposicdo (24 e 48h) (Figura 5), notamos que, quando comparadas
com seus respectivos controles, nio foi observado aumento na porcentagem de mortalidade
dos néauplios expostos durante 24h (1,4+3,5%) e nem aos expostos durante 48h (2,2+4,29%),
entre os diferentes pesticidas (glifosato, fipronil e mancozebe).

Porém, é possivel constatar um aumento de 94% na mortalidade em fun¢io do

acréscimo do tempo de exposi¢io somente para o Glifosao (p<o,05) (Figura s5).
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Figura 5: Mortalidade (o) dos nauplios de A. salina expostos durante 24 e 48h i formulacdes comerciais de
agrotéxicos isolados, com dose dobrada de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA/Anvisa): (Glifosato: 0,084mg/Kg
p.c.; Fipronil: o,4ug/Kg p.c.; Mancozebe: 0,06mg/Kg p.c.). GLI=Glifosato; FPN=Fipronil; MZ=Mancozebe;
p-c=peso corporal. #(p<0,05) versus Controle negativo/48h.

Além disso, nés também comprovamos que a exposi¢io dos nduplios ao Glifosato
durante 48h seguidas promoveu um aumento de 33% (p<0,05) na mortalidade em relagio aos
seus controles.

Freitas (2019) demonstrou uma relagdo clara entre a concentragio de glifosato e a
mortalidade dos crusticeos V. serrata. Os testes cujos tratamentos variavam as
concentracdes do herbicida (Glifosato - Roundup), mostraram aumento de 80% na
mortalidade ao comparar uma concentragio de 0,05 mg/L com a de o,51 mg/L, ou seja,
quando houve um aumento de 10 vezes na concetracdo do hericida. Isso sugere um evidente
efeito de dose-resposta, possivelmente relacionado 4 hipéxia causada pelo glifosato, afetando
a respiragdo celular e o sistema endécrino dos crusticeos (V. serrata), o que inviabiliza a
sobrevivéncia devido a falta de oxigénio para as funcdes necessérias.

No estudo de Deepananda et al., (2011) o zooplancton Phyllodiaptomus annae foi
submetido a diferentes concentragdes de Roundup® (o,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 mg/L) por 48 horas
em recipientes de vidro contendo 4dgua com caracteristicas especificas. Os resultados
demonstraram uma CL, aguda de 1,059 mg/L em 48 horas. Esses achados sdo consistentes
com os resultados de nosso estudo, indicando uma relagdo entre concentragio e tempo de

exposigio.
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Ao comparamos as doses IDA/Anvisa com o dobro do seu valor (Figura 6) para cada
um dos agrotéxicos separadamente, verificamos que o aumento da dose dos pesticidas nio
promove aumento da mortalidade dos nduplios de artemias expostos durante 24 e 48h.
Porém, surpreendentemente constatamos que, ao dobrarmos a dose do mancozebe houve
uma queda de 81% na mortalidade dos nduplios (p<o,05) expostos por 48h (Figura 6). Esse
fenémeno contraria nossa espectativa, e nio sabemos ainda o motivo da reducio da
mortalidade dos niuplios ao aumentarmos a dose do fungicida, como também nio foi

encontrada nenhuma publicagdo com um resultado semelhante.
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Figura 6: Mortalidade (o) dos nauplios de A. salina expostos durante 24 e 48h a formulagdes comerciais de
agrotéxicos isoladamente, com dose de Ingestdo Diaria Aceitdvel (IDA/Anvisa) (Glifosato: 0,042mg/Kg p.c.;
Fipronil: o,2ug/Kg p.c.; Mancozebe: 0,03mg/Kg p.c.) e dobro da dose IDA/Anvisa: (Glifosato: 0,084mg/Kg
p.c.; Fipronil: o,4ug/Kg p.c.; Mancozebe: 0,06mg/Kg p.c.). GLI=Glifosato; FPN=Fipronil; MZ=Mancozebe;
p.c=peso corporal. #(p<0,05) versus Controle negativo/48h.

(Mello, 2018) fala que a exposi¢do de embrides de zebrafish is concentragdes de 10 e
20 ug/L de Mancozebe ndo promoveu letalidade esperada, indicando que essas concentragdes
foram subletais. No entanto o numero de eclosdes em 72 horas apés a fertiliza¢do diminuiu,
aumentando a probabilidade de danos no desenvolvimento embrionério resultante da
exposicdo. Essa descoberta destaca a importincia de considerar ndo apenas a mortalidade,
mas também as alteragdes no desenvolvimento dos organismos teste ao avaliar os impactos
desse fungicida.

O aumento da dose dos agrotéxicos em nossos testes nio resultou em aumento
imediato na mortalidade dos nduplios de artémias, mas o tempo de exposi¢io teve um
impacto significativo nesse aspecto. Além disso, a reducdo inesperada na mortalidade com
o Mancozebe, quando a dose foi dobrada, destaca a complexidade das interagdes entre

agrotdxicos e organismos, enfatizando a necessidade de pesquisas adicionais para entender

esses fendmenos.
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ENSAIO DE TOXICIDADE COM AS MISTURAS DOS AGROTOXICOS,
GLIFOSATO, FIPRONIL E MANCOZEBE EM DOSE DUPLICADA
(IDA/ANVISA)

Os ndauplios expostos as misturas de pesticidas durante 48h consecutivas
apresentaram maior porcentagem de mortalidade (Figura 7), ou seja, o tempo de exposicdo
promove um efeito téxico letal aos microcrusticeos. Comparando as mortalidades entre as
misturas para determinar a mais téxica, ficou evidente que a combinacdo Glifosato e
Fipronil (GLI+FP), para 48h de exposicdo, apresentou a maior toxicidade, registrando uma
porcentagem de mortalidade de 3,3+4,99% (p<0,05) (Figura 7).

Ao compararmos a mortalidade dos n4uplios nos periodos de exposi¢do de 24 e 48
horas, especificamente para a mistura de Glifosato + Fipronil (GLI+FP), observamos um
aumento notivel de 94,1200 (p<0,05) na mortalidade apés 48h de exposi¢io (Figura 7).
Curiosamente, a mistura de Glifosato e Fipronil (GLI+FP) n3o exerceu um efeito téxico
nos niuplios expostos durante as primeiras 24 horas, promovendo uma menor mortalidade

(1,7%3,9%) (p>0,05) dos microcrusticeos.
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FIGURA 7: Mortalidade (o) dos nauplios de Artemia salina expostos as formulagdes comerciais de agrotéxicos
e suas misturas nas doses dobrada de Ingestdo Diaria Aceitdvel (IDA/Anvisa): (Glifosato: 0,084mg/Kg p.c.;
Fipronil: o,4ug/Kg p.c.; Mancozebe: 0,06mg/Kg p.c.). GLI=Glifosato; FPN=Fipronil; MZ=Mancozebe;
p.c=peso corporal. *(p<0,05) versus Controle negativo/24h; #(p<0,05) versus Controle negativo/48h.

No entanto, esta combinacdo especifica (GLI+MZ) demonstrou baixos niveis de
toxicidade, comparaveis (p>0,05) & mistura de Glifosato e Fipronil (GLI+FPN) para o tempo
de exposigdo de 24h. Porém, quando expostos durante 48h a essa mesma mistura (GLI+MZ)
observamos um efeito téxico, que promoveu uma mortalidade de 2,5+4,5% (p<0,05). Por

outro lado, a mistura de Mancozebe e Fipronil (MZ+FP) mostrou ser uma mistura téxica,
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promovendo uma mortalidade de 2,5+4,50 (p<0,05), independente do tempo de exposigio
(Figura 7).

Interessante notar que, apesar das misturas (GLI+FP), (GLI+MZ) e
(MZ+FP) apresentarem toxicidade, principalmente apés 48h de exposicio, a mistura dos 3
pesticidas juntos (GLI+MZ+FPN) nio mostrou ser téxica em nenhum dos dois tempos de
exposicio (24 e 48h), apresentado uma porcentagem maxima de mortalidade de 1,7+3,9%
(p>0,05).

Os resultados indicam que a toxicidade das misturas de agrotéxicos pode variar
significativamente, dependendo da combinacio especifica e da duragio da exposi¢do, mesmo
com o dobro da dose IDA/Anvisa. A combinagio de Glifosato e Fipronil (GLI+FPN) foi a
mais téxica. J4 a mistura de (GLI+MZ) mostrou toxicidade somente apés 48 horas de
exposi¢do, enquanto a combinacdo de (MZ+FP) demonstrou alta toxicidade j4 em 24 horas
de exposicido, destacando sua relevincia tanto em 24 quanto em 48 horas. Por outro lado, a
mistura tripla (GLI+MZ+FP) ndo revelou toxicidade, enfatizando a complexidade das
interacGes entre agrotdxicos e a importincia de regulamentac8es rigorosas e avaliacdes de
risco adequadas.

O estudo de Da Costa Chaulet et al. (2019) em zebrafish validou nossos resultados,
evidenciando uma maior interacdo entre o herbicida Glifosato e o inseticida Fipronil. Os
autores

demonstraram que, tanto o herbicida 4 base de glifosato, quanto o inseticida a base
de Fipronil, afetaram o comportamento do zebrafish, induzindo um padrio ansiolitico. O
Glifosato levou os peixes a passarem mais tempo na superficie da 4gua e menos tempo no
fundo, enquanto o Fipronil teve efeitos semelhantes, porém em concentracdes baixas e
médias. Assim, esses pesquisadores comprovaram o sinergismo desses pesticidas, quando
observaram que exposi¢cdo combinada do herbicida e do inseticida amplificou os efeitos
ansioliticos observados previamente nos pesticidas isolados, resultando em um aumento da
imobilidade dos peixes e tornando-os mais suscetiveis aos predadores.

Da mesma forma, Cedergeen et al., (2006) também mostraram que houve interagio
entre duas misturas diferentes, entre um fungicida (Procloraz), um inseticida
(Esfenvalerato) e um herbicida (Diquat), sendo que ambas eram compostas com o fungicida
(fungicida+inseticida e fungicida+herbicida). A dose-resposta das misturas binarias de
pesticidas, estudadas por Cedergeen et al., (2006), mostrou que houve maior sinergismo

quando o fungicida estava presente na mistura, sendo que, a combinac¢do com o inseticida
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Esfenvalerato demonstrou sinergia notdvel, com uma eficicia quatro vezes maior do que o
esperado. Além disso, o fungicida Procloraz também demonstrou sinergia com o herbicida
Diquat, porém apresentando uma intera¢do menos efetiva.

Enfim, a combinag¢io de pesticidas Mancozebe, Fipronil e Glifosato com o dobro da
dose IDA/Anvisa leva a efeitos sinérgicos, exacerbando seus impactos individuais. Nossos
resultados reforcam a importincia de considerar a interacio entre pesticidas na avaliagio de

riscos ambientais e na formulacdo de politicas de manejo desses produtos quimicos.

EFEITO DO pH NA MORTALIDADE DOS NAUPLIOS.

’

A Figura 8 mostra os valores de pH das solu¢des dos agrotéxicos e suas misturas. E
possivel notar que a variagio de pH das solugdes teste variou entre 8,8 a 9,9, sendo a mistura
de Glifosato e Mancozebe (pH=9,9) a que apresentou uma diferenga significativa em relagio
ao controle negativo. Assim, podemos afirmar que apenas a solu¢do com a mistura de
Glifosato e Mancozebe apresentou um pH mais alcalino (p<0,05).

As artemias possuem uma grande resisténcia ao pH do ambiente. Pan et al., (2007)
ressaltam que os crusticeos tém a capacidade de se adaptar as variacdes no pH e na
salinidade, mantendo sua homeostasia e sobrevivéncia, principalmente por mecanismos de

transporte idnico e osmorregulagio.
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Figura 8: Valores de pH do meio de incubacdo das solucdes de agrotdéxicos e suas misturas.  C-: Controle

negativo; C+: Controle positivo; GLI: Glifosato; FPN: Fipronil; MZ: Mancozebe; GLIxMZ: mistura de
glifosato e Mancozebe; GLIxFPN: mistura de glifosato e Fipronil; MZxFPN: mistura de Mancozebe e
Fipronil; GLIxMZxFPN: mistura de glifosato com Mancozebe e Fipronil. * (p<o,05) versus Controle negativo

(CH).
Ja Han et al., (2018) destacam que a resisténcia de outra espécie de crusticeo, o
camardo Litopenaeus vannamei ao pH alcalino (8,20- 9,81) pode ser comprometida com o

aumento gradual do pH. No entanto, também observou que a mortalidade do camario V.
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parahaemolyticus ao pH gradual-baixo diminuiu com sua exposi¢io continua. Isso sugere que
a resisténcia ao pH elevado pode variar, e que a alta capacidade osmorreguladora foi o
principal mecanismo de adaptacdo da espécie V. parahaemolyticus ao pH gradual-baixo.

O estudo de Conte et al., (1988) com artemia Autraliana (Parartemia reveral e P.
zietziana) mostra que esses invertebrados zooplanton apresentam notavel resisténcia ao pH
dcido, porém pouca resisténcia a variagcdes de pH, observando seu 46timo desenvolvimento
em pH préximo de 8,0, ou seja, alcalino. Porém, outra espécie de microcrusticeo, a P.
constracta, possui baixa resisténcia i variagdes de salinidade, mas grande resisténcia a
varia¢des de pH, sobrevivendo em ambientes com pH abaixo de 3,5. Essas descobertas
ressaltam a capacidade adaptativa dessas espécies de crusticeos a ambientes desafiadores,
destacando sua notdvel resisténcia ao pH alcalino em condi¢des de salinidade varidvel.

Assim, em fungio da variacdo do pH observamos que o efeito de diferentes valores
de pH para nossas condic¢Ses experimentais, sendo a solucio controle padronizada com HCI
0,IN (4cido cloridrico) para uma faixa de pH que variou entre 5,5 a 9,8 (controle negativo).
Os resultados desse teste estdo apresentados na Figura 9, na qual é possivel constatar que a
variagdo de pH de 5,5 a 9,8 ndo promoveu mortalidade (p>0,05) nos n4uplios, corroborando
as informacdes sobre a grande resisténcia desse microcrusticeos as variagdes ambientais e a
ambientes alcalinos. Também gostariamos de salientar que o pH médio das solucdes

controle negativo em todos os experimentos apresentou um valor de 9,6+0,2.
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Figura 9: Ntmero de néuplios vivos em fungdo do pH (5,5 a 9,8) da solugdo de incubagdo composta por salina
0,35% e HCl 0,IN. O Controle negativo (C-) composto pela solugio salina basica apresentou valor de pH=9,8.

CONCLUSAO

A exposicio de néduplios de Artémia salina aos agrotdéxicos Fipronil, Glifosato e

Mancozebe nas doses de Ingestdo Didria Aceitdvel (IDA) Glifosato: 0,042mg/Kg; Fipronil:
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0,2ug/Kg; Mancozebe: 0,03mg/Kg, durante 24 e 48 horas promove a mortalidade dos
microcrustaceos, indicando efeitos téxicos dessas substincias, isoladamente, nas doses de
IDA/Anvisa.

O tempo de exposicdo (48h) promove aumento no indice de mortalidade dos nduplios
expostos aos agrotdxicos isolados, sendo que os agrotéxicos Mancozebe e Fipronil foram os
que apresentaram maior toxicidade independente do tempo de exposicio.

A avaliagdo das misturas dos agrotéxicos na dose de IDA/Anvisa revelou padrdes
distintos de toxicidade. Combinagdes como Fipronil e Mancozebe (FPN+MZ), Glifosato e
Fipronil (GLI+FPN), e Glifosato, Fipronil e Mancozebe (GLI+FP+MZ) mostram seus
efeitos téxicos somente apds um tempo maior de exposi¢do (48h), sendo que a mistura
GLI+FPN, demonstrou ser a menos téxica.

J4 a mistura Glifosato e Mancozebe (GLI+MZ) destacou-se como a mais téxica.
Esses resultados sugerem que, apesar de GLI+MZ ser a mistura mais letal, outras
combina¢des, como FPN+MZ e GLI+FPN+MZ, também apresentam impactos
significativos na mortalidade dos nduplios expostos durante 48 horas.

As doses mais altas dos agrotéxicos Fipronil, Glifosato e Mancozebe (doses dobradas
da Ingestdo Didria Aceitdvel - IDA/Anvisa) também mostraram padrdes complexos de
resposta, com variagdes na mortalidade para as exposi¢des individuais, sendo que o Glifosato
demonstrou ser o mais téxico para essa dosagem. Além disso, também mostrou uma
resposta temporal especifica.

Por outro lado, o Mancozebe, surpreendentemente apresentou uma redugio da
mortalidade em relagdo ao tempo de exposicdo. As razdes por tras desse fendmeno ainda nio
sdo compreendidas e requerem investiga¢des adicionais.

As misturas dos agrotéxicos com as doses IDA/Anvisa dobrada mostraram que a
combinagio de Glifosato e Fipronil (GLI+FPN) foi a mais téxica, somente quando associada
ao maior tempo de exposicio.

Ainda em relagdo as misturas com doses mais altas (doses dobradas da Ingestdo
Diaria Aceitavel - IDA/Anvisa) a combinacio Glifosato e Mancozebe (GLI+MZ) revelou
ser toxica com tempo maior de exposi¢do, enquanto a combinacio de Mancozebe e Fipronil
(MZ+FPN) demonstrou alta toxicidade aguda, destacando seu impacto relevante tanto em

periodos curtos quanto prolongados.
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Por outro lado, a mistura tripla (GLI+FPN+MZ) nio revelou toxicidade em nenhum
dos periodos de exposi¢do (24 e 48 horas), mesmo com a dose dobrada, mostrando que pode
haver um efeito antagbnico de seus componentes, diminuindo a toxicidade dessa mistura.

Essas descobertas ressaltam a complexidade das interacGes entre os agrotéxicos e a
importincia de avaliar, nio apenas os efeitos individuais, mas também os efeitos
combinados para uma compreensio abrangente dos riscos ambientais associados a essas
substincias.

Os resultados de nosso trabalho enfatizam que, a variabilidade na toxicidade das
misturas de agrotéxicos, depende da combinacio especifica entre os pesticidas e da duragio
da exposi¢io. A complexidade das interacdes entre esses pesticidas destaca a importincia de
regulamentagdes rigorosas e avaliacdes de risco adequadas para mitigar os impactos
ambientais desses produtos quimicos. Além disso, a observacio de efeitos sinérgicos e
antagbnicos ao combinar os pesticidas destaca a necessidade de considerar as interagdes
entre os pesticidas ao formular politicas de manejo dessas substincias. Essas descobertas
reforcam a importincia de avaliacdo de riscos ambientais associados ao uso de agrotéxicos,
mesmo quando usados em baixas doses.

A resisténcia dos nduplios a varia¢do do pH foi comprovada mais uma vez em nosso
experimento, ressaltando a alta resisténcia desses microcrusticeos as variages ambientais e

ambientes alcalinos.
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