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Os inseticidas sdo agrotoxicos utilizados para controlar insetos prejudiciais as plantagbes agricolas.
Entretanto, o uso exacerbado de agrotoxicos pode resultar em efeitos toxicos a salde humana e inimeros
impactos socioambientais. Diferentes ensaios de toxicidade podem ser utilizados para analisar o efeito
toxico de determinadas substancias. Dentre eles, 0 bioensaio com Artemia salina é considerado um teste
rapido, confidvel e de custo acessivel, quando comparado a testes em outros modelos animais, como
mamiferos. O objetivo com esse estudo foi avaliar o potencial toxico do inseticida agricola ciromazina
utilizando o microcrustaceo A. salina. Os nauplios permaneceram em contato com a substancia teste diluida
em solucdo de agua salina, em concentragdes decrescentes a partir da dose usual, e o controle negativo
ocorreu apenas em solucdo salina. O experimento foi realizado em triplicata, e apos 24 e 48 horas de
exposigdo foram contabilizadas as larvas sobreviventes, sendo calculada, por meio de anélise estatistica, a
toxicidade aguda, a Concentracdo Letal Média (CLso) e a relacdo dose-resposta. O inseticida foi considerado
toxico, e a toxicidade aguda foi maior apds 48 horas de exposicdo. Além disso, foi possivel observar uma
relagdo dose-resposta, entre as concentra¢des e a mortalidade dos organismos expostos. Assim, é importante
destacar que é fundamental o monitoramento dos efeitos toxicos desse inseticida, considerando que é um
produto bastante utilizado no &mbito agricola.

Palavras-chave: agrotéxico, ciromazina, toxicologia.

Insecticides are pesticides used to control insects that are harmful to agricultural crops. However, the
excessive use of pesticides may result in toxic effects on human health and numerous socio-environmental
impacts. Different toxicity assays can be used to analyze the toxic effect of certain substances. Among
them, the Artemia salina bioassay is considered a rapid, reliable, and cost-effective test when compared to
tests on other animal models, such as mammals. The objective of this study was to evaluate the toxic
potential of the agricultural insecticide cyromazine using the microcrustacean A. salina. The nauplii
remained in contact with the test substance diluted in saline water solution, in decreasing concentrations
from the usual dose, and the negative control occurred only in saline solution. The experiment was
performed in triplicate, and after 24 and 48 hours of exposure, the surviving larvae were counted, and acute
toxicity, the median lethal concentration (CL50), and the dose-response relationship were calculated
through statistical analysis. The insecticide was considered toxic, and acute toxicity was higher after 48
hours of exposure. Additionally, a dose-response relationship was observed between the concentrations and
the mortality of the exposed organisms. Thus, it is important to emphasize that monitoring the toxic effects
of this insecticide is essential, considering that it is a widely used product in the agricultural industry.
Keywords: pesticides, cyromazine, toxicology.

1. INTRODUCAO

Os agrotdxicos sdo substancias utilizadas para eliminar, repelir ou controlar pragas. Esses
compostos sdo bastante usados na agricultura para proteger as lavouras de insetos, plantas
daninhas e doencas causadas por fungos e para evitar a contaminagdo dos alimentos no processo
de armazenamento. Além disso, podem ser usados para controlar vetores e insetos nocivos
responsaveis pela transmissdo de doencas [1].
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O uso de agrotdxicos se consolidou principalmente ap6s a Segunda Guerra Mundial, no século
XX. Esses compostos integraram o pacote tecnoldgico apresentado pela Revolugdo Verde como
uma possivel solugdo para o combate da fome no mundo [2]. Desde entdo, o uso dessas
substancias tem aumentado consideravelmente com o intuito de atender a grande demanda por
alimentos, resultando em impactos ao meio ambiente e a salide humana [3].

Os agrotoxicos podem ser dispersos no ambiente causando a contaminacdo do solo, dos
recursos hidricos e da biota [4]. Esses compostos podem causar efeitos a satde dos trabalhadores
agricolas expostos a riscos ocupacionais, dos moradores de areas rurais préximas as plantacdes e
também dos consumidores de alimentos contendo residuos dessas substancias [5].

Os agrotoxicos podem ainda ser classificados de diferentes formas, incluindo o tipo de praga
a gque sdo destinados. Entre os varios tipos de agrotdxicos existentes, 0s inseticidas sdo compostos
utilizados para matar insetos, empregados especialmente para controlar pragas em plantacdes e/ou
eliminar insetos transmissores de doencas [6].

Os inseticidas podem ser divididos em: sintéticos organicos, sintéticos inorganicos, botanicos
e agentes bioldgicos, sendo que, os herbicidas e inseticidas do grupo das triazinas respondem por
cerca de 30% da producdo anual de pesticidas. Pertencente a este grupo quimico, o inseticida
ciromazina (N-cyclopropyl-1,3,5-triazine-2,4,6-triamine), ¢ um regulador do crescimento de
insetos que atua principalmente no controle de dipteros [7]. Serve para controlar pragas em
cultivos de frutas, vegetais e plantas ornamentais [8]. E também é utilizado em rag&o animal para
inibir o crescimento de larvas, e tém atraido bastante atencdo dos pesquisadores devido aos
potenciais perigos aos seres humanos e ao meio ambiente, pois ele pode ser metabolizado durante
reacdes de desalquilagdo, que podem ocorrer em plantas, animais e /ou no meio ambiente, e
formar um composto toxico denominado melamina [9].

Para analisar os efeitos toxicos de determinadas substancias no ambiente podem ser utilizadas
como ferramentas os denominados ensaios de toxicidade, que sdo importantes para a deteccéo e
avaliagdo da toxicidade de determinado agente, ou seja, sua capacidade de produzir efeitos
nocivos nos organismos [10].

Nos ensaios de toxicidade frequentemente sdo empregados animais aquaticos, incluindo o
microcrustaceo de agua salgada Artemia salina. O ensaio que utiliza esta espécie é considerado
um teste rapido, confiavel e de custo acessivel [11]. Este organismo apresenta caracteristicas
intrinsecas que o tornam adequado para estudos em Ecotoxicologia [12], como: ampla
distribuicdo geografica, facil cultivo, manutencdo, ciclo de vida curto e produgdo de muitos
descendentes [13]. Além disso, os cistos de A. salina podem permanecer dormentes por varios
anos e sao facilmente encontrados no comércio [14]. Os cistos, quando sdo submetidos a
condi¢bes ambientais favoraveis, eclodem e fornecem os nauplios, que podem ser utilizados nos
experimentos laboratoriais [15].

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizados sob condi¢des experimentais
especificas e controladas [16]; através da exposicdo de organismos-teste a diferentes
concentragdes da amostra, nos quais séo observados e quantificados os efeitos toxicos [17]. Varios
organismos-modelo podem ser utilizados em testes para avaliagdo da toxicidade, entre eles temos
0 microcrustaceo A. salina.

Para quantificacdo dos efeitos toxicos é calculada a Concentracdo Letal Média (CLso). A CLso
compreende a concentracao necessaria para causar a morte de 50% dos organismos expostos nas
amostras do estudo [18]. E uma resposta mais reprodutivel, determinada com maior nivel de
confianca e mais relevante para ser extrapolada para a populacgao [19].

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do inseticida agricola ciromazina por
meio do bioensaio com A. salina.

2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa caracteriza-se como um estudo experimental com abordagem quantitativa, que
avaliou a toxicidade do inseticida ciromazina utilizando o microcrustaceo A. salina,
calculando-se o padréo dose-resposta e a Concentragdo Letal Média (CLso). O estudo foi realizado
no Laboratério de Genética e Toxicologia da Universidade Federal de Campina Grande, Centro
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de Saude e Tecnologia Rural (UFCG/CSTR). Foram utilizados cistos de A. salina obtidos em uma
loja de artigos para aquario da cidade de Campina Grande-PB.

2.1 Substancia teste

O agrotoxico utilizado no estudo foi o inseticida ciromazina (N-cyclopropyl-1,3,5-triazine-
2,4,6-triamine) 750 g/kg (75% m/m), vendido sob o nome comercial TRIGARD® 750 WP,
adquirido em uma loja de produtos agricolas da cidade de Teixeira-PB.

2.2 Eclosdo dos cistos de Artemia salina

Para o processo de eclosdo dos cistos de A. salina foi preparado 1 litro de solucgéo salina (38 ¢
de sal para 1 L de agua destilada) e adicionado 5 g de cistos, seguindo o protocolo de Silva et al.
(2013) [19] e Meyer et al. (1982) [20] com as devidas adaptacdes [20]. Posteriormente, o material
foi colocado em um recipiente de polietileno (PET) associado a uma bomba externa de aeracao
[21]. O material foi mantido durante 24 horas a uma temperatura de 26 °C, sob lampada
incandescente [19]. Apos esse periodo, os cistos eclodiram e os nauplios foram utilizados no
bioensaio. Com o auxilio de uma pipeta, 10 nauplios foram transferidos para recipientes de vidro
desinfetados e previamente identificados, contendo a solucédo salina e as solugfes das amostras
testadas.

2.3 Preparacao das amostras e ensaio toxicoldgico em Artemia salina

As amostras foram preparadas utilizando dilui¢des da substancia teste em solugdo de agua
salina artificial. As concentracOes testadas foram preparadas em concentragdes decrescentes da
dosagem recomendada para uso nas culturas de crisantemo, feijdo-vagem, melancia, meldo,
pepino, tomate e plantas ornamentais, estabelecida na bula, resultando nas seguintes
concentragdes finais: C1 = 150 ppm (concentracdo recomendada para uso), C2 = 75 ppm,
C3=37ppm e C4 = 18 ppm. O experimento foi acompanhado de controle negativo (CN)
composto por agua salina e contendo o mesmo nimero de nauplios, que foram submetidos ao
mesmo processo de eclosdo que os grupos tratados com a substancia teste [19, 21].

O experimento foi realizado em triplicata, totalizando 15 recipientes com as concentracdes da
substancia teste diluidas e o controle negativo. Em cada recipiente foram colocados 10 nauplios.
Apobs 24 e 48 horas de exposigdo, foram contabilizados os nduplios sobreviventes com o auxilio
de um microscopio estereoscopico e uma micropipeta, sendo considerados vivos aqueles que
apresentaram algum movimento, quando colocados proximo a uma fonte de luz durante
10 segundos [11].

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o software PROBIT, o qual
forneceu os valores da curva dose-resposta e da Concentracao Letal Média (CLso) [21].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de letalidade em A. salina baseia-se na capacidade das substancias bioativas em estudo
causarem a morte dos microcrustaceos na fase larval, sendo importante para triagem da toxicidade
geral de compostos de diferentes origens. E um ensaio simples, rapido e acessivel em comparago
com ensaios que utilizam outros organismos teste [22]. A espécie apresenta alta especificidade a
intervengdes no meio externo, assegurando resultados nitidos diante de pequenas alteragdes na
qualidade ambiental [23].

Ciromazina é um inseticida largamente utilizado na producdo e cultivo de variadas culturas e
nos Ultimos anos, tém sido encontrados residuos em excesso dessa substancia nos alimentos [24]
podendo causar prejuizos & sadde dos consumidores. Esse composto € bastante utilizado no Brasil,
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sendo aplicado na forma foliar em diferentes culturas como feijdo, pepino, batata, tomate,
crisantemo, melancia e meldo [25].

Apos 24 horas de exposicdo dos nauplios de A. salina ao agrotoxico ciromazina foi obtido o
valor CLso de 770,825 ppm. Contudo, apds 48 horas, o valor CLse diminuiu para 39,434 ppm.
Segundo Meyer et al. (1982) [20] e Garcez et al. (2018) [26], em bioensaio com A. salina as
substancias testadas podem ser classificadas como toxicas quando a CLs for menor que 1000 ppm
e ndo toxicas quando for acima deste valor. Assim, o inseticida ciromazina foi considerado toxico,
pois em 24 e 48 horas apresentou valores CLso abaixo de 1000 ppm. Além disso, a reducao
expressiva da CLsoap0s 48 horas evidenciou que com maior tempo de exposi¢do ocorreu aumento
significativo da toxicidade do produto.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com o trabalho de Fernandez-Alba et al.
(2001) [27] que avaliou a toxicidade aguda de amostras de 4gua contaminadas com o inseticida
ciromazina, por meio de bioensaio com o crustdceo Daphnia magna. O inseticida também foi
considerado toxico, aumentando a toxicidade com o tempo de exposicdo. Os valores CEs, foram
23,59 ppm em 24 horas e 5,08 ppm em 48 horas.

Comparando-se a taxa de mortalidade de nduplios de A. salina em 24 horas (Figura 1) e
48 horas (figura 2) de exposicdo, foi possivel observar aumento na mortalidade apds 48 horas em
todas as concentragdes testadas. Verificou-se também que houve um acréscimo da taxa de
mortalidade relacionada a um aumento da concentracdo do produto. O que foi confirmado pelo
coeficiente de determinacéo (R?) que em 24 horas de exposicdo foi 0,98 e em 48 horas 0,63. Os
valores de RZ podem variar entre 0 e 1 e quanto mais proximo de 1 mais forte é a relacdo entre as
duas variaveis e menor a variabilidade [28]. Nesse contexto, os resultados foram considerados
satisfatorios, pois apresentaram valores proximos de 1; ainda que ap6s 48 horas tenha ocorrido
reducéo no valor de R? de 0,98 para 0,63.
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Figura 1: Relacédo entre porcentual da mortalidade de nauplios de Artemia salina e o aumento da
concentracdo do agrotdxico ciromazina ap6s 24 horas de exposi¢éo. Fonte: Mekapogu, A.R. (2021)
Finney's probit analysis spreadsheet calculator (Version 2021). Disponivel em:
https://probitanalysis.wordpress.com/.
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Figura 2: Relagdo entre porcentual da mortalidade de nduplios de Artemia salina e 0 aumento da
concentracio do agrotoxico ciromazina ap6s 48 horas de exposicéo. Fonte: Mekapogu, A.R. (2021)
Finney's probit analysis spreadsheet calculator (Version 2021). Disponivel em:
https://probitanalysis.wordpress.com/.

Por meio da analise da curva dose-resposta foi possivel observar um crescimento da curva
relacionada com a concentragdo do agrotdxico, ou seja, a medida que aumentou a concentragéo
do composto houve também acréscimo na mortalidade dos nauplios, tanto ap6s 24 (Figura 3),
quanto ap6s 48 horas de exposicao (Figura 4). Os resultados foram considerados estatisticamente
confiaveis apresentando valores de p = 0,0002 (24 horas) e p < 0,0001 (48 horas). Ap0s 48 horas,
pode-se observar que a curva apresentou um formato sigmoide, tipico em testes de toxicidade
[28].
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Figura 3: Curva dose-resposta do agrotoxico ciromazina apos 24 horas de exposi¢do. Fonte: Regressao
— probits analysis MedCalc® Statistical Software version 20.100 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgium).
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Figura 4: Curva dose-resposta do agrotoxico ciromazina ap6s 48 horas de exposi¢do. Fonte: Regressao
— probits analysis MedCalc® Statistical Software version 20.100 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgium).

Outros trabalhos que avaliaram a toxicidade de agrotdxicos utilizando bioensaio com A. salina
também encontraram resultados semelhantes ao desse estudo. No trabalho de Shoaib et al. (2012)
[29], os inseticidas paration e fenvalerato foram toxicos, apresentando baixos valores de CLso €
taxa de mortalidade diretamente proporcional a concentragdo dos compostos. Em estudo de Rao
et al. (2007) [30] foi observado que inseticidas organofosforados foram capazes de alterar a
morfologia e o sistema locomotor de A. salina, apresentado toxicidade variavel conforme o
principio ativo do produto.

A contaminagao dos cursos hidricos com agrotoxicos pode afetar drasticamente 0s organismos
e a cadeia alimentar marinha, pois alguns compostos possuem a capacidade de bioacumular nos
organismos aquaticos e biomagnificar ao longo das cadeias troficas [31]. A. salina é uma espécie
priméria da cadeia alimentar e a exposi¢do a longo prazo desses organismos a agrotoxicos pode
representar um alto perigo para a satde da populagdo pelo consumo de animais de nivel tréfico
superior contaminados [32].

O uso demasiado do inseticida ciromazina pode causar contaminagao dos alimentos, potenciais
problemas ao meio ambiente e prejuizos a salide humana [33]. Além da toxicidade sobre A. salina
observada no presente estudo, o inseticida produz a melamina que também é considerada toxica
em concentracbes mais elevadas. Além disso, o inseticida foi considerado um composto
potencialmente cancerigeno [34].

Embora o teste com A. salina seja considerado confidvel, é uma avaliagdo preliminar de
toxicidade, sendo importante também a utilizacdo de outras metodologias para assim garantir o
uso seguro do composto teste [35]. Visto que, para confirmar que o aumento da toxicidade é
exclusivamente por conta do inseticida, é necessario o emprego de analises mais sensiveis e
complexas [36].

4, CONCLUSAO

No bioensaio realizado com A. salina o inseticida agricola ciromazina foi toxico, apresentando
valores CLspabaixo de 1000 ppm, sendo observado maior toxicidade ap6s 48 horas de exposicao.
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Também foi possivel observar relacdo dose-resposta, pois 0 aumento da concentra¢do do produto
causou aumento na mortalidade dos individuos expostos.

Nesse contexto, é importante a realizacdo de outras pesquisas que avaliem a toxicidade desse
inseticida em diferentes organismos teste, possibilitando assim o levantamento de mais
informac@es sobre o seu potencial toxico.
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