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RESUMO

O uso do inseticida fipronil em grandes quantidades pode gerar residuos no
ambiente, principalmente nos ambientes hidricos. Assim, objetivou-se: 1)
classificar o fipronil pela toxicidade aguda (CL(1)50 ou CE(I)50) para sete espécies
aguaticas; 2) selecionar as espécies nao alvos mais adequadas para monitorar a
contaminacao das aguas com fipronil com base em trés classificagdes de risco de
intoxicacdo ambiental; e 3) avaliar as alteracfes nas variaveis da qualidade de
agua nos ensaios de toxicidade aguda para peixes e caramujo. Para tanto, foram
realizados ensaios de toxidade aguda para cada espécie de acordo com as
normas da ABNT (2011) e os valores de CL50 foram classificados de acordo com
Zucker (1985). As espécies avaliadas foram o0s peixes mato-grosso
(Hyphessobycon eques), pacu (Piaractus mesopotamicus) e tilapia (Oreochromis
niloticus); o caramujo (Pomacea canaliculata), a Daphnia magna, e as macrofitas
aguaticas Lemna minor e Azolla caroliniana. O risco ambiental do fipronil foi
classificado de acordo com trés tipos de classificacdo, calculado pela divisdo
entre o valor da concentracéo ambiental estimada (mgL™) pela CL(1)50 ou CE(1)50
(mg L) para cada espécie. A CL50;48h do fipronil foi de: 0,28 mg L™ para o
mato-grosso; 0,45 mg L™ para o pacu; 0,08 mg L™ para a tilapia; a CE50;48h foi
de 2629,08 mg L™ para o caramujo; 0,025 mg L™ para a D. magna; a CL50;7d foi
de 3283,29 mg L™ para a L. minor, e 7855,41 mg L™ para a A. caroliniana. O
fipronil classifica-se como extremamente toxico para a tilapia e a D. magna;
altamente toxico para 0 mato-grosso e pacu; e praticamente ndo toxico para o
caramujo e para as macréfitas. A D. magna e os peixes sdo as espécies mais
adequadas para monitorar a contaminagdo de ambientes aquaticos por fipronil. O
fipronil pode causar diferentes niveis de reducdo do oxigénio dissolvido apos 48

horas da diluicao.

Palavras-chave: fipronil, ecotoxicidade, risco ambiental, biomonitoramento
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ABSTRACT

The use of fipronil pesticide in large quantities can contaminate water resources
near areas where it has been used. So, the aim was: 1) classify the fipronil by
acute toxicity according to lethal concentration values (LC50 or EC50) for seven
aquatic species; 2) select the best non targets species to follow the aquatic
contamination by fipronil based in three kinds of environmental risk classification;
3) evaluate changes in water quality caused by fipronil in acute toxicity tests for
fishes and snail. For this, acute toxicity tests were performed for each specie
according to ABNT (2011) rules, and the LC50 values were classified according to
Zucker (1985). Tested species were: mato-grosso (Hyphessobycon eques), pacu
(Piaractus mesopotamicus) and tilapia (Oreochromis niloticus); the snail
(Pomacea canaliculata), Daphnia magna, the macrophytes Lemna minor e Azolla
caroliniana. Environmental risk of fipronil was classified according to three
methodologies, calculated by division between estimated environmental
concentration of fipronil (mg L™) and LC50 or EC50 for each specie. LC50 of
fipronil was: 0,28 mg L™ for mato-grosso; 0,45 mg L™ for pacu; 0,08 mg L™ for
tilapia; EC50;48h was 2629,08 mg L™ for the snail; 0,025 mg L™ for D. magna;
LC50;7d was 3283,29 mg L™ for L. minor and 7855,41 mg L™ for A. caroliniana.
Fipronil is classified as extremely toxic to tilapia and D. magna; highly toxic to
mato-grosso and pacu; and non-toxic to the snail and macrophytes. D. magna and
fishes are the most suitable species for monitoring the contamination of aquatic
environments by fipronil. Fipronil may cause different levels of reduction in oxygen

dissolved after 48 hours.

Key-words: fipronil, ecotoxicity, environmental risk, biomonitoring

Caunesp



Mestranda Naiara Fernanda Ignacio Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

1. INTRODUCAO

A degradacdo dos ambientes hidricos é uma ocorréncia de grandes
preocupacgdes, em razdo da intensa atividade antropogénica sobre o ambiente, e
compromete, principalmente, a qualidade de vida dos organismos aquaticos
expostos (CAJARAVILLE et al., 2000).

O aumento do uso de agrotéxicos nas plantacbes para o combate de
pragas agricolas visa garantir a produtividade e esta intimamente ligado ao
aumento populacional mundial e a crescente demanda de alimentos (SANCHES
et al., 2003).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acgucar, com a maior area
de producgédo a regido centro-sul (SINDAG, 2006). A area cultivada com cana-de-
acucar no pais em 2011 foi de 8.368,4 milhdes de ha, com 52,2% localizada no
Estado de Sdo Paulo (MANRIQUE et al., 2013).

Para manter a produtividade da cultura de cana-de-acucar, é necessario
utilizar inseticidas para o controle de pragas. O fipronil, derivado do fenilpirazol,
esta entre os inseticidas mais utilizados no controle de insetos prejudiciais a
cultura de cana-de-acgucar, como cupim, besouros e broca-da-cana (OHI et al.,
2004).

Em estudos sobre a eficacia do fipronil, o inseticida € utilizado no controle
de uma ampla variedade de insetos em cultivo de arroz (BALANCA e DE
VISSCHER, 1997) e de verduras e frutas (ZHAO et al., 1995; STEVENS et al.,
1998). Além disso, o fipronil atinge insetos resistentes a outros produtos utilizados
como os inseticidas piretroides, organofosforados e carbamatos (BOBE et al.,
1997). Isto porque, diferentemente destes inseticidas, mecanismo de acao téxica

€ a inibicdo do acido gama-aminobutirico (GABA).

A utilizagdo intensa do fipronil e em grandes quantidades na producéao
agricola causa a contaminacdo do ambiente, principalmente, nos recursos
hidricos proximos as areas nas quais foi utilizado. De acordo com Manrique et al.
(2013), nao existem informacdes suficientes sobre os impactos que este inseticida

pode causar nos sistemas aquaticos.
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A contaminagdo de recursos hidricos com inseticidas pode levar a
mortalidade dos peixes, bem como de zooplancton, além de poder afetar nas
taxas de crescimento, reproducdo e comportamento dos animais aquaticos (VAN
DER OOST et al.,, 2003). Isto porque, os inseticidas tém acdo nao-seletiva,
intoxicam os organismos alvo de controle e ndo-alvos que entrarem em contato
no ambiente contaminado. Portanto, da contaminagcdo ambiental com o uso do
fipronil pode ser avaliada por meio da determinacdo da toxicidade aguda e do
risco de intoxicacdo ambiental de organismos nao-alvos; determinados

inicialmente por meio de ensaio de toxicidade aguda em condic¢des de laboratério.

Os ensaios realizados em laboratdrio em condi¢des controladas e com o
uso de organismos vivos (algas, microcrustaceos, moluscos, peixes e outros) sao
importantes na avaliacdo da toxicidade de aguas contaminadas com substancias
guimicas. Além disso, estes bioensaios permitem estimar efeitos dos xenobidticos
em determinadas concentracdes ou dosagens para uma determinada espécie
(RAMDORF, 2007).

Entre os ensaios, 0s ecotoxicoldgicos podem ser utilizados para a predicéo
(ESPINDOLA et al., 2003), antecipacdo e diagnostico de possiveis impactos
ecoldgicos causados pelos compostos téxicos (CALOW, 1993). Estes ensaios
também podem ser utilizados para a classificacdo, regulacdo e mapeamento de

contaminagdes ambientais (CAIRNS et al., 1998).

A partir de dados obtidos em ensaios de ecotoxicidade aguda e dos valores
de concentragcdo ambiental pode-se calcular o coeficiente de risco ambiental e
enriquecer a avaliacdo do impacto ambiental do fipronil. Goktepe et al. (2004)
citam que a avaliagdo do risco ambiental permite orientar agcdes de tomada de

deciséo sobre o manejo dos efeitos adversos do uso de agrotdxicos no ambiente.

Portanto, devido a intensidade e frequéncia do uso do inseticida fipronil,
principalmente na cultura de cana-de-agucar, destacam-se estudos sobre a
avaliacao da toxicidade aguda e do risco de intoxicacdo ambiental de organismos

aguaticos e terrestre ndo-alvos e economicamente importantes para a aquicultura.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Selecionar as espécies ndo alvos mais adequadas como bioindicadoras da
contaminacao de aguas com fipronil a partir da classificacdo da toxicidade aguda
e do risco de intoxicacdo ambiental de sete espécies aquéticas.

2.2. Objetivos especificos

1) Classificar o fipronil pela toxicidade aguda a organismos néo-alvo, de acordo
com os valores da concentracao letal CL(1)50 ou CE(I)50 para sete espécies de

organismos aquaticos.

2) Selecionar as espécies aquaticas ndo alvos mais adequadas como
bioindicadores para monitorar a contaminacdo das aguas com fipronil entre
sete de trés niveis tréficos, com base em trés classificacbes de risco de

intoxicagcdo ambiental.

3) Mesurar as variacOes causadas pelas concentracdes de fipronil no pH, oxigénio
dissolvido e condutividade elétrica da agua nos ensaios de toxicidade aguda

para peixes e caramujo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Fipronil

O inseticida fipronil (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonitrile) € do grupo quimico fenil
pirazdlico, o mecanismo de acdo é no sistema nervoso central do inseto, inibe o
receptor do acido gama aminibutirico (GABA). O sistema receptor-GABA,
responsavel pela inibicho da atividade neural anormal, previne o estimulo
excessivo dos nervos. Quando a fungcdo desse sistema regulador € bloqueada
pelo fipronil, ocorre a hiperexcitacdo neural e, consequentemente, a morte do
inseto (RHONE-POULENC, 1998; GUNASEKARA e TROUNG, 2007). Este
sistema controla a passagem de ions cloreto pelos canais de cloro dos neurénios,
processo que é regulado pelo &cido gama aminobutirico (GABA) (MOHLER et al.,
2004). Com este mecanismo de acao, o fipronil também causa intoxicacdo em
humanos (OLIVEIRA et.al, 2008).

A utilizacdo do fipronil em ampla escala deve-se a sua eficicia contra
insetos resistentes a outros pesticidas (BOBE et al., 1997). O inicio do uso do
fipronil no Brasil foi registrado no ano de 2000 em plantacdes da regido Nordeste
(MASUTTI e MERMUT, 2007).

O fipronil é o ingrediente ativo dos inseticidas Frontline®, Termidor®, e Top
Spot®. E um inseticida de baixa a moderada solubilidade na agua, com a
preferéncia de matrizes lipofilicas (organicas) com lipideos, oleos, proteinas e
solventes organicos, e é estavel a temperatura ambiente (GUNASEKARA e
TROUNG, 2007).

O fipronil também pode ser utilizado em saude publica, para o controle de
vetores de doengas. O fipronil é altamente efetivo contra larvas do mosquito Culex
quinquefasciatus, com a CL50 estimada de 0,35 pg L-1 (ALl et al., 1999). Para o
mosquito Aedes aegypti para larvas com 24 e 48 horas de idade, a CL50 foi
estimada em 11,7 ug L™ e 7,14 pg L™, respectivamente (AAJOUD et al., 2003).

Na formulacdo granular, o fipronil foi mais persistente que em outras
formulagGes na agua; com meia vida (ty2) de 125 horas e no solo, ty, foi de 438
horas (NGIM e CROSBY, 2001).
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A degradacado do fipronil forma subprodutos mais téxicos a organismos
aguaticos que o composto parental, como o desulfinilfipronil, o fipronil sulfidio, e o
fipronil sulfona. Os subprodutos fipronil sulfidio, e o fipronil sulfona foram 6,6 e 1,9
vezes, respectivamente, mais toxicos aos invertebrados de agua doce que o
proprio fipronil (USEPA, 1996).

No pais, a formulacdo Regent® 800 WG, com 80% de fipronil, é registrada
na cultura de cana-de-acucar; cuja melhor aplicacdo € entre os meses de junho e
agosto, logo apos o plantio, para compor uma barreira contra insetos na
subsuperficie. As doses recomendadas variam de 200 g a 500 g ha™*; em funcéo
do inseto a ser controlado (MANRIQUE et al., 2013).

3.2. Ensaios ecotoxicolégicos com fipronil

No uso de agrotoxicos tém se constatado que menos de 0,1% das
quantidades aplicadas atingem os organismos alvos, o restante (99,9%) fica
disponivel para se mover para outros compartimentos ambientais locais, como

aguas superficiais e subterraneas (SABIK et al., 2000).

Em estudos de monitoramento de corpos hidricos com alta probabilidade
de contaminacdo por substancias toxicas, o ensaio de avaliacdo da toxicidade
aguda das aguas € um dos ensaios mais utilizados, pois proporciona respostas
rapidas na estimativa dos efeitos letais de um agente toxico sobre os organismos
aquaticos (LOMBARDI, 2004).

Grutzmacher et al. (2008) monitoraram residuos de agrotoxicos em dois
mananciais hidricos localizados no Estado do Rio Grande do Sul. O inseticida
fipronil foi 16% dos agrotoxicos encontrados e detectado apenas na primeira data
das sete coletas e em todos os pontos de coleta. A maxima concentracdo do
fipronil encontrada foi de 1,14 ug.kg™; cerca de 380 vezes superior ao limite de

deteccdo do sistema cromatografico utilizado (0,003 pg.kg™).

Alguns estudos sobre a ecotoxicidade do fipronil ja foram realizados para
alguns organismos nao-alvos, como para o copépode Amphiascus tenuiremis em
gue a concentracao letal 50% estimada apos de 96 horas (CL(1)50;96h) foi de
0,0068 mg L™* (CHANDLER et al., 2004). Para o microcrustaceo Daphnia pulex, a
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CL50:96h estimada foi de 0,016 mg L™, e as concentracdes crescentes de fipronil
causou diminuicdo da taxa de crescimento da populacdo e mortalidade total com
0,08 mg L™ (STARK e VARGAS, 2005).

Para o peixe truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a CL(1)50;96h do fipronil
foi de 0,248 mg L™; 0,083 mg L™ para o peixe “bluegill” (Lepomis Macrochirus); e
0,130 mg L™ para “sheepshead minnows” (Cyprinodon variegatus variegatus)
(USEPA, 1996).

Niveis em ng L de fipronil afetam camardes “Mysid” (Gastrosaccus
psammodytes) e niveis ppb (ug L™) afetaram Daphnia de agua doce e o peixe
“Bluegill sunfish” (Lepomis Macrochirus) (GUNASEKARA e TROUNG, 2007).

A toxicidade aguda do fipronil também foi avaliada para o peixe guaru
(Poecilia reticulata) na presenca e na auséncia de sedimento durante a
exposicdo. Os valores da CL50(1);96h estimados foram de 0,09 na auséncia do
sedimentos e de 0,08 mg L™, na presenca de sedimento (MANRIQUE et al.,
2013).

De acordo com o estudo de bioacumulacdo com peixes da espécie truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), alimentados com racdo contaminada com
fipronil (10 pg.g™h), o inseticida foi rapidamente eliminado (34 dias apés a
ingestao) e ndo causou mortalidade ou alteracées de comportamento (KONWICK
et al., 2004).

Até 0 momento, poucos sdo os estudos conduzidos com peixes de agua
doce da América do Sul para avaliacdo de toxicidade (WILHELM FILHO et al.,
2001; AKAISHI et al., 2004; RABITTO et al.,, 2005) e muito menos ainda se
conhece a respeito das respostas bioldgicas das espécies de peixes endémicas

brasileiras.

3.3. Risco de intoxicacdo ambiental

O risco de intoxicacdo ambiental de uma substancia € definido como a
probabilidade da exposicdo de um organismo a um composto toxico no ambiente
com a probabilidade de causar lesdes e efeitos toxicos. A avaliacdo de risco
ambiental é realizada a partir de dados ecotoxicolégicos e das concentracdes
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ambientais estimadas (CAE) da substancia a ser avaliada, cujas relacdes
guantitativas sao utilizadas para classificar os riscos ambientais das substancias
toxicas especificas (URBAN e COOK, 1986; KOKTA e ROTHERT, 1992;
SOLOMON, 1996; USEPA, 1996).

Para a avaliagdo de risco de intoxicagdo ambiental ser considerada
confidvel e completa, faz-se necessaria a utilizacdo de organismos de pelo menos
trés diferentes niveis troficos, como vertebrados, invertebrados e plantas, e nao
alvos do produto a ser avaliado. Assim, a partir de um representante de cada nivel
no ecossistema é possivel a avaliagdo da ecotoxicidade e do risco de intoxicacao
ambiental das substancias téxicas (TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT ON
RISK ASSESSMENT, 2003).

As CAEs de substancias toxicas presentes nos ambientes aquaticos séo
estimadas para cenarios de lamina de &guas e diferentes niveis de
contaminacdes (SOLOMON, 1996; BURNS, 2001). Os cenarios para o célculo da
CAE sao determinados a partir da coluna de agua de 0,30 m, pelo fato de
compreender as bases da cadeia alimentar aquatica, zooplancton e o fitoplancton
(BOOCK e MACHADO NETO, 2000). Um segundo cenério a ser considerado é o
da coluna de 4gua de 2,0 m, recomendada pela USEPA, para avaliacdo de risco
em ambientes aquaticos (SOLOMON, 1996).

3.4. Organismos-teste

Os principais grupos de organismos testes utilizados nos ensaios
laboratoriais sdo microalgas, microcrustaceos, equindides, poliquetas,
oligoquetas, moluscos, peixes, macrdfitas e bactérias (MAGALHAES e FERRAO
FILHO, 2008).

Os organismos-teste utilizados no Brasil sdo comumente espécies
exoticas, determinadas em normas internacionais aprovadas no pais. Entretanto,
a realizacao de estudos ecotoxicoldgicos com em espécies locais ou autoctones
representativas de nossos ecossistemas é extremamente relevante (CAIRNS,
1993). Estes estudos sao relevantes principalmente para realizar o monitoramento
das contaminacdes das redes hidrogréficas presentes nas areas agricolas.
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Os critérios de selecdo de organismos-teste normalmente sdo: abundancia
e disponibilidade; significativa representacdo ecolégica dentro das biocenoses;
cosmopolitismo da espécie; profundo conhecimento da biologia, fisiologia e
habitos alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas populacdes;
baixo indice de sazonalidade; sensibilidade constante e apurada; importancia
comercial; facilidade de cultivo em laboratério e, se possivel, a espécie deve ser
nativa para a melhor representatividade dos ecossistemas (RAND e
PETROCELLI, 1985).

Dificilmente uma Unica espécie de organismo representara integralmente
os efeitos causados em um determinado ecossistema. Assim, € recomendada a
utilizacdo de no minimo trés espécies que representem diferentes niveis das
cadeias troficas, para se obter resultados mais precisos de efeitos toxicos
especificos e aumentar a probabilidade de respostas toxicas a organismos de
diferentes sensibilidades (BAUN et al., 1999). Os peixes e as daphnias sdo os
organismos-teste mais importantes do ambiente aquatico e indicados para
ensaios ecotoxocolégicos em normas nacionais (BRIGANTE e ESPINDOLA,
2003).

3.4.1. Peixes

Os peixes sé@o os animais mais utilizados como bioindicadores em ensaio
ecotoxicolégicos (HERRICKS, 2002). Os peixes sao 6timos organismos-teste para
0 monitoramento de ambientes aquaticos, devido as diferentes respostas as
contaminagdes; como mudancgas na taxa de crescimento e na maturagao sexual
(RAMELQOW et al.,1989; SCHULZ e MARTINS-JUNIOR, 2001).

O interesse sobre os efeitos provocados por substancias toxicas na saude
dos peixes tem aumentado, pois atividades agricolas geram muitos residuos que,
ao atingirem as bacias hidrograficas, expfem estes animais a altas concentracdes
de substancias toxicas (PARMA DE CROUX et al., 2002).

Uma das principais espécies de cultivo que pode ser utilizada em ensaios é
a tilapia (Oreochomis niloticus) pelo seu potencial produtivo. Esta espécie é da

familia Cichlidae; grupo de peixes de agua quente e importantes para a
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aquicultura (FAO, 2003). Porém, devido a rusticidade e resisténcia, questiona-se
0 uso desta espécie como bioindicador.

Outro peixe de producdo que pode ser utilizado como bioindicador € o pacu
(Piaractus mesopotamicus); peixe de agua doce e de grande importancia para a
dieta alimentar brasileira e para a pesca esportiva. E também uma das espécies
mais representativas de peixes nativos de pisciculturas brasileiras, pois € utilizada
em cerca de 80% dos sistemas de producdo comercial de peixes de todos os
Estados do Brasil, e 77% da producdo de peixes no Estado de S&o Paulo
(LOPES, 2000).

Além de espécies economicamente importantes na aquicultura, espécies
ornamentais e nativas também podem ser utilizadas, como o peixe popularmente
denominado de mato-grosso (Hyphessobrycon eques). Assim como o pacu, € um
peixe neotropical da Ordem Characiformes, que caracteriza-se pelos dentes bem
desenvolvidos, nadadeira adiposa, linha lateral curvilinea e mandibula superior
nao protraida (NELSON, 2006). Vivem em rios e lagos, e se alimentam

basicamente de algas e plantas.

3.4.2. Caramujos

O caramujo (Pomacea canaliculata) € um molusco nativo das regifes
tropicais da Ameérica do Sul, com alta variacdo interpopulacional em relacdo ao
tamanho, forma e espessura da concha. Esses moluscos habitam ampla gama de
ecossistemas, desde pantanos e lagoas até lagos e rios (MARTIN et al., 2002).
De acordo com estas caracteristicas e os critérios de selecdo de organismos-
testes, esta espécie destaca-se com grande potencial para ser utilizada como um

relevante bioindicador em ensaios ecotoxicoldgicos.

3.4.3. Daphnia magna

As dapnhias participam da cadeia alimentar aquatica como consumidor
primario entre os metazoarios e se alimentam por filtracdo de material organico
particulado, principalmente algas unicelulares. Como todos o0s crustaceos, a

7

daphnia tem uma carapaca que sofre muda diaria. A carapaca é constituida
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praticamente de quitina, que & um polissacarideo e serve como escudo de
protecdo do organismo (FONSECA, 1998).

As espécies Daphnia magna e a Ceriodaphnia dubia sdo os cladoceros
mais utilizadas como organismos-teste em ensaios de ecotoxicologia aquética
(MITCHELL et al., 2004).

A Daphnia magna € um organismo filtrador utilizado em ensaios
ecotoxicolégicos devido as seguintes caracteristicas favoraveis: ciclo de vida curto
com elevada taxa reprodutiva, sobrevivéncia em pequenos espacos, facilidade de
adaptacdo as condi¢des de laboratorio e manejo, e alta sensibilidade a grande
variedade de produtos quimicos (ARAUCO et al., 2005).

3.4.4. Macrofitas

As macrofitas aquéticas possuem grande importancia ecolégica nas
comunidades e sistemas de &gua doce tropicais; armazenam nutrientes e
auxiliam no fluxo de energia do ambiente. As plantas constituem a base das teias
alimentares em cadeias tréficas de herbivoria direta bem como em cadeias de
detritivoria (THOMAZ, 2002).

A macréfita aquatica Lemna minor, conhecida pelo nome vulgar de lentilha
d’dgua, € uma angiosperma, do grupo das monocotiledoneas. A planta
comumente forma densas massas flutuantes na superficie de lagos e lagoas
eutrofizadas em ecossistemas de agua doce e salobra de clima temperado
(FREEMARK e BOUTIN, 1994).

A utilizacdo de Lemna sp. em ensaios ecotoxicolégicos é ainda pequena se
comparada aos demais organismos. No entanto, essas espécies sao indicadas
por grandes organizacbes (EPA e OECD, 2002) como potencial organismo
bioindicador pela sua importante funcdo ecolégica e serem 0s primeiros

organismos atingidos por poluentes lancados nos ecossistemas aquaticos.

A macréfita Lemna minor é uma espécie representativa de corpos de agua
lénticos, com rapido crescimento e vem sendo bastante utilizada no
monitoramento dos metais em recursos hidricos, e também de outros tipos de

poluentes. A espécie tem diversas caracteristicas favoraveis para ser utilizada em

12

Caunesp



Mestranda Naiara Fernanda Ignacio Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

testes ecotoxicologicos, como: pequeno tamanho, estrutura simples e répido
crescimento e propagacéao vegetativa (CASSIDY, 2010).

A Lemna minor é facilmente cultivada, tem taxa de crescimento elevada em
condi¢cBes de laboratorio e alta sensibilidade a poluentes. As respostas da planta
sdo geralmente avaliadas pelas alteracdes nas taxas de crescimento (KISS et al.,
2003).

Da mesma forma que a Lemna minor, a espécie Azolla caroliniana tem
potencial como organismo bioindicador, pois também €& uma planta aquatica
flutuante, de facil manejo, ciclo de vida curto, pequeno porte e cosmopolita
(LUMPKIN e PLUCKNEET, 1980).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizacdo dos ensaios

Os ensaios de toxicidade aguda do fipronil foram realizados no Laboratério
de Ecotoxicologia dos Agrotéxicos e Saude Ocupacional do Departamento de
Fitossanidade associado ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), e no
Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia (NEPEAM) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de

Jaboticabal.

A formulacdo comercial utilizada do fipronil é identificada como Regent®
800 WG (800g kg™), fabricada pela empresa BASF The Chemical Company® e
registrada no Brasil sob o nimero 05794 (AGROFIT, 2007).

4.2. Aclimatacdo e manutencao dos organismos

Os peixes (Hyphesobycon eques, Piaractus mesopotamicus, Oreochromis
niloticus) e caramujos (Pomacea canaliculata) foram mantidos em caixas com
capacidade de 500 L, em ambiente aberto e sombreado. Em seguida, foram
transferidos em um reservatorio de aclimatagdo, com 250 L de capacidade, na
climatizada (temperatura entre 25 e 27 °C), onde os ensaios foram realizados
(Figura 1 A e B).

13
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Figura 1. A) Caixa de aclimatacdo dos peixes. B) Exemplo de sele¢do dos animais para
utilizacdo no ensaio de toxicidade aguda.

Os peixes foram alimentados com ragdo comercial e os caramujos com a
macrdfita Hydrilla verticilata, uma vez ao dia. A agua utilizada foi oriunda de poco
semi-artesiano, com o fluxo de renovacéo de 2/3 por dia. A limpeza de restos de
racdo e fezes dos animais no fundo dos reservatorios de aclimatacéo foi realizada

diariamente por sifonamento.

As macrofitas Lemna minor e Azolla caroliniana foram mantidas em
recipientes de plastico de 2,3 L, com uma camada de solo no fundo e 4gua em
estufa coberta com sombrite 70% de protecdo de luz. Em seguida as plantas
foram aclimatadas em cristalizadores de vidro de 3 L contendo meio de cultivo

Hoagland’s.

As daphnias (Daphnia magna) adultas foram mantidas em cristalizadores
em sala de bioensaio, com agua de cultivo, e alimentadas uma vez ao dia. Os
neonatos de um dia de idade (estagio jovem) foram retirados diariamente e
utilizados nos ensaios de acordo com a norma 12713:2011 (ABNT, 2011).

O meio de cultivo para a D. magna foi preparado para 50 L de agua com:
400 mL de solucdo de CaCl,, 100 mL de solu¢do de MgSO,7H,0O, 50 mL de
solucéo de KCI, 50 mL de solucdo de NaHCOg3, 5 mL de solucao catibnica, 25 mL
de solucdo anibnica, 10 mL de solucdo de silicato, 250 mL de solucdo de

Fe/EDTA, 25 mL de solugéo de solugdo de fosfato e 5 mL de solucéo vitaminica,
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de acordo com a norma 12713:2011 (ABNT, 2011), durante um periodo de sete
dias antes dos ensaios.

4.3. Ensaios de toxicidade aguda para peixes e caramujos

Os ensaios foram realizados de acordo com o procedimento da norma NBR
ABNT 15088:2011 (ABNT, 2011). Para o controle de sensibilidade dos peixes e
caramujos foram realizados periodicamente ensaios de sensibilidade de 48 horas
de exposicdo ao cloreto de potassio (KCl, 99,9%); utilizado como substancia-

referéncia.

Para o peixe mato-grosso, a concentracao letal (CL50;48h) de estimada do
cloreto de potéassio (KCI) foi de 1,65 g L™, com intervalo de confianca de 95% de
1,38 g L*a 1,96 g L. Para o pacu, a CL50;48h do KCI foi de 1,37 g L™, com
intervalo de confianca de 95% de 1,14 g L* a 1,66 g L™. Para a tilapia, a
CL50;48h do KClI foi de 3,35 g L™, com intervalo de confianca de 95% de 3,71 g L
122,84 gL' A CE50;48h do KCI para o caramujo Pomacea canaliculata foi de
1,62 gL™, com intervalo de confianca de 95% de 1,35gL"a 1,89 g L™

Foram realizados ensaios preliminares de toxicidade aguda do fipronil para
determinar os intervalos de concentracdo que causam zero e 100% de
mortalidade (peixes) e imobilidade (caramujos) para, posteriormente, serem

utilizadas no ensaio definitivo.

Nos ensaios definitivos foram utilizadas cinco concentracdes crescentes e
um tratamento controle e com trés repeticbes. Os ensaios definitivos foram
repetidos por trés vezes e os dados de mortalidade sdo as médias aritméticas
destes ensaios. Estes ensaios foram realizados nas mesmas condicdes
ambientais dos ensaios preliminares: temperatura de 24 a 27 °C e fotoperiodo de
12/12 horas.

No ensaio definitivo para o mato-grosso, foram utilizadas as seguintes
concentracdes de fipronil: 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 mg L™ Para o pacu, as
concentracdes de fipronil foram: 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 mg L™. Para a tilapia, as

concentracdes de fipronil foram: 0,03; 0,05; 0,07; 0,1 e 0,3 mg L™.
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No ensaio definitivo para o caramujo, as concentragdes de fipronil foram:
1900; 2200; 2500; 2800 e 3100 mg L™.

Nos ensaios com peixes, foram utilizados trés animais por aquario com
peso médio de 1,0 g cada, na densidade de 1 g L™, totalizando nove animais por
concentragdo. Nos ensaios com caramujos, foram utilizados cinco animais por

aguario com peso médio de 1,5 g cada, totalizando 15 animais por concentracao.

O periodo de exposicao foi de 48 horas em recipientes de vidro contendo
trés litros no total (agua + fipronil), sendo que os animais foram mantidos sem

alimentacao durante este periodo.

A avaliagdo da mortalidade foi realizada diariamente, com a retirada dos
animais mortos dos recipientes. As caracteristicas iniciais da agua utilizada nos
ensaios foram as seguintes: temperatura de 26,0 + 2,0 °C; pH 7,00 % 0,5; oxigénio
dissolvido superior a 4,0 mg L™; condutividade elétrica da 4gua em torno de 0,180
uS.cm™ e dureza entre 48 e 58 mg de CaCO; .L™*. Durante a avaliacdo da

mortalidade, foram registrados os sinais de intoxicacéo pelo fipronil nos animais.

Em 0, 24 e 48 horas de exposicdo dos animais, foram registrados os
valores de concentracdo de oxigénio dissolvido (mg L™), pH, temperatura (°C) e
condutividade elétrica (uS.cm™) das &guas das parcelas experimentais com uma

sonda, modelo YSI 556 MPS, da marca Yellowspring Co.

A concentracdo letal 50% (CL50;48h) do fipronil para os peixes e a
concentracao efetiva (CE50;48h) para o caramujo foram calculadas com os dados
dos ensaios definitivos pelo método “Trimmed Sperman Karber” (HAMILTON,
1977).

4.4. Ensaios de toxicidade aguda para Daphnia magna

Os ensaios para D. magna foram realizados de acordo com o procedimento
da norma NBR ABNT 12713:2011 (ABNT, 2011). Inicialmente, foram realizados
ensaios periodicos com a substancia referéncia cloreto de sédio (NaCl) para a

avaliacao da sensibilidade dos organismos.
A CE50:48h do cloreto de sédio (NaCl) para a D. magna foi de 4,87 g L™,
com intervalo de confianca de 95% de 5,15gL"a4,25g L™
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Foram realizados ensaios preliminares para a determinacdo do intervalo de
concentragbes de fipronil a ser utilizado no ensaio definitivo. Os recipientes
utilizados foram tubos de ensaio de vidro com 9,0 mL de solucéo estoque (fipronil)
+ agua de cultivo para as daphnias e 1,0 mL de agua de cultivo contendo cinco
animais neonatos. Os ensaios foram compostos por cinco concentracées e o

controle, com trés repetigoes.

No ensaio definitivo foram utilizadas as seguintes concentracfes de fipronil:
0,002; 0,005; 0,01; 0,05 e 0,1 mg L™. Os ensaios foram realizados em sala de
bioensaio climatizada com temperatura de 20 + 2 °C, em ambiente escuro. Os
tubos de ensaio permaneceram cobertos com pano preto para impedir a

incidéncia da luz interna da estufa incubadora BOD.

Apods 48 horas de exposicdo, 0s animais imoveis e que nao foram capazes
de nadar durante 15 segundos foram considerados como mortos. O valor da
concentracdo efetiva CE50;48h foi estimado pelo método “Trimmed Sperman
Karber” (HAMILTON, 1977).

4.5. Ensaios de toxicidade aguda para Lemna minor e Azolla

caroliniana

Os ensaios para as macrofitas foram realizados de acordo com a norma n°
221 da OECD (2002). Para a avaliagao da sensibilidade dos lotes de plantas
foram realizados ensaios periédicos com a substancia de referéncia cloreto de
sédio (OECD, 2002). A CL50;7d do cloreto de sbédio (NaCl) para a Lemna minor
foi de 4,1 g L™}, com intervalo de confianca de 95% de 4,4 gL"a 3,7 gL e para
a Azolla caroliniana foi de 5,2 g L™*, com intervalo de confianca de 95% de 3,7 g L
Yad4glL?

A aclimatacdo das macrofitas foi realizada em cristalizadores com 1,0 L de
meio de cultivo Hoagland (OECD, 2002) e 1,0 L de agua destilada, em sala de
bioensaio climatizada com temperatura de 25 * 2 °C e iluminagdo constante por

lampadas fluorescentes modelo LF-20W/RS, com 1000 lux, durante trés dias.

Para a realizacdo do ensaios, as plantas foram previamente desinfetadas

em solucdo de hipoclorito de sédio 2% e agua destilada. Em seguida, quatro
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colénias com trés frondes (L. minor) em cada col6nia / cinco plantas completas (A.
caroliniana) foram transferidas para recipientes com 50,0 mL de Hoagland. As
macrofitas permaneceram em sala de bioensaio climatizada por mais 24 horas e,

em seguida, foi adicionado 50,0 mL de Hoagland com a solucéo teste (fipronil).

O periodo de exposicdo foi de sete dias, sendo realizada a avaliacdo de
efeito nas macrdfitas no 1°, 3°, 5° e dltimo dia de ensaio. Nas avaliacfes dos
ensaios foi observado (a): a presenca de novas frondes/plantas, a mudanca da

coloracédo, necrose e mortalidade.

Foram realizados ensaios preliminares para a determinacdo do intervalo de
concentragdes de fipronil que causa 0 e 100% de efeito/mortalidade nas plantas
para a realizacdo dos ensaios definitivos. Para a Lemna minor, este intervalo foi
de: 600; 1200; 2400; 4800 e 9600 mg L™, e para a Azolla caroliniana, de: 1200;
2800; 4400; 7000 e 9600 mg L™,

As variacdes nas porcentagens de inibicAo de emergéncia entre as
concentracOes avaliadas durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil para
a L. minor foram utilizadas para calcular a média de inibicdo para cada

concentracao incluindo o controle.

As variacbes nas porcentagens de sinais de intoxicacdo entre as
concentragOes avaliadas durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil para
a A. caroliniana foram utilizadas para calcular a média de intoxicagdo para cada

concentracao incluindo o controle.

Os valores das concentracdes letais 50% de sete dias (CL50;7d) para
ambas as plantas foram estimados pelo método “Trimmed Sperman Karber’
(HAMILTON, 1977).

4.6. Classificacao do fipronil pela toxicidade aguda

Os valores das CL50;48h/ CL50;7d/ CE50;48h obtidos para cada espécie
estudada foram utilizados para classificar o fipronil quanto a periculosidade, ou
potencial toxico, de acordo com as classes de toxicidade aguda propostas por
Zucker (1985), contidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Classes de toxicidade aguda para organismos aquaticos (ZUCKER, 1985).

Classe de toxicidade CL50 ou CE50 (mg L™
Extremamente toxico <0,1
Altamente toxico 0,1al1,0
Moderadamente toxico >1,0a>10
Ligeiramente toxico >10a>100
Praticamente ndo-toxico > 100

4.7. Avaliacao do risco de intoxicacdo ambiental do fipronil

O fipronil foi classificado pelo risco de intoxicacdo ambiental das sete
espécies aquaticas nas classes de quocientes de risco estabelecidas pela USEPA
— SW 846 (1987); por Goktepe et al. (2004); e por Urban e Cook (1986) (Tabela
2).

Tabela 2. Classes de risco ambiental de compostos téxicos de acordo com os valores
calculados do quociente Q.

Referéncia Q (CAE/CL50) Classes
<0,1 Sem risco
0,1-1,0 Risco baixo
USEPA (1987) .
1,0-10,0 Risco moderado
>10,0 Risco alto
<0,05 Baixo risco
Goktepe et al.(2004) 0,05-0,5 Médio risco
>0,5 Alto risco

Risco com nenhum efeito

<0,1
adverso
Urban e Cook (1986) 0.1 - 10 Risco com possibilidade
’ de efeito adverso
Risco com probabilidade
>10

de efeito adverso
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Os quocientes de risco foram calculados pela divisdo da concentracdo
ambiental estimada (CAE) pela CL50 ou CES50 calculadas nos ensaios de
toxicidade aguda com cada espécie (USEPA — SW 846 (1987); Goktepe et al.,
2004; e Urban e Cook, 1986).

Para o célculo das CAE, foi considerada diluicio homogénea de
contaminacdes das dguas com concentracdo crescente de fipronil, com base na
maior dose agricola recomendada de 400 g ha™* (ANDREI, 1999).

As contaminacfes consideradas das aguas foram com 100,0% (400 g de
fipronil), 50,0% (200 g), 25,0% (10 0g), 12,5% (50 g), 6,25% (25 g), 3,12% (12,5
g) e 1,56% (6,259) diluidas uniformemente no espelho de &gua de um
reservatério de um hectare (10.000 m? de area de area e com 0,3 m de
profundidade (BOOCK e MACHADO-NETO, 2000) e 2,0 m de profundidade
(SOLOMON, 1996).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Toxicidade aguda e classificacdo ecotoxicologica do fipronil

para peixes

5.1.1. Mato-grosso (H. eques)

A concentracdo letal média 50% (CL50;48h) do fipronil estimada para o
mato-grosso foi de 0,28 mg L™, com limite inferior de 0,20 mg L™ e limite superior
de 0,40 mg L™. Portanto, o fipronil classifica-se como altamente téxico para o
mato-grosso (ZUCKER, 1985).

Nos ensaios definitivos de toxicidade aguda do fipronil para o mato-grosso
ocorreram variacbes nas porcentagens de mortalidade nas concentracdes

avaliadas (Tabela 3).

O toxicidade aguda do fipronil para 0 mato-grosso foi similar ao peixe truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), em que a CL50;96h do fipronil foi de 0,248 mg L
! e para a espécie Cyprinodon variegatus variegatus com CL50;96h foi de 0,13
mg L™ (USEPA, 1996).

Tabela 3. Porcentagem média e desvio padrao de mortalidade
dos trés ensaios definitivos com fipronil para o mato-

grosso.
Concentracdo (mg L™) Mortalidade média (%)
0,00 0,0
0,05 0,0
0,10 11,1+2,6
0,30 44,4 + 13,8
0,50 66,6 + 14,8
0,70 100,0

N&o ocorreram sinais de intoxicagdo nos animais do controle. Entre O e 24
horas de exposicdo ao fipronil, foi observado agitacdo em todos os animais

expostos ao fipronil. Apds 24 horas a mortalidade foi de 100% em 0,70 mg L™, e
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foi observada natacdo erratica nos peixes expostos a 0,05, 0,1, 0,3 e 0,5 mg L™
(Tabela 4).

Entre 24 e 48 horas, nas concentracbes de 0,1, 0,3 e 0,5 mg L*, foi
observado perda da capacidade de arfagem dos peixes. Apos 48 horas de
exposicdo, em 0,3 e 0,5 mg L™ ocorreram constantes espasmos musculares e

natacao erratica (Figura 2 A e B, seta) (Tabela 4).

Tabela 4. Sinais de intoxicacdo em 24 e 48h nos ensaios definitivos com fipronil para o
mato-grosso.

Concentracéo (mg L™) 24 horas 48 horas
0,00 - -
0,05 A, B A, B
0,10 A B, M B,C,D,M
0,30 A B M B,C,D,M
0,50 A B M B,C,D,M
0,70 M _

A = Agitacado; B = Natagao erratica; C = Espasmos musculares:
D = Perda da capacidade de arfagem; e M = Mortalidade.

Os sinais de intoxicagdo sao causados devido ao fechamento dos canais
de cloreto dos neur6nios causados pela inibicdo do GABA pelo fipronil (BOBE et
al., 1998). Sinais de intoxicagdo similares podem ser constatados em estudos
com outros inseticidas neurotéxicos como os organofosforados trichlorfon e o
methyl parathion, que inibem a acdo da enzima acetilcolinesterase (TIERNEY et
al., 2010).

Os inseticidas neurotdxicos, que causam intoxicacdo nos diversos pontos
do sistema nervoso, alteram a transmissao do impulso nervoso, que resulta em
diversos efeitos nos organismos, como espasmos musculares e reducdo das
respostas do sistema olfativo dos peixes, o qual € de extrema importancia na
sobrevivéncia (TIERNEY et al., 2010).
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Figura 2. A) H. eques. B) Natagdo erratica e mortalidade durante os ensaios de
toxicidade aguda.

Organofosforados também afetam o sistema nervoso em baixas
concentragbes e causam sinais de intoxicacdo similares em peixes como, por
exemplo, o trichlorfon. Feng et al. (2007) utilizaram concentracfes baixas de
trichlorfon como as utilizadas neste trabalho com fipronil, e verificaram que o
trichlorfon incubado com homogeneizado de figado e musculo de Tilapia nilotica
por 0, 30, 60 e 90 minutos nas concentracdes de 0,0001; 0,001; 0,1 e 1 g Lt
causa inibicéo significativa da atividade da AChE. Ainda para Aguiar et al. (2004),
0 matrinxa (Brycon cephalus) exposto ao methil parathion por 96 horas apresenta
inibicdes significativas na atividade da AChE plasmatica e cerebral (64% e 87%,
respectivamente).

Portanto, mesmo que outros xenobidticos sejam tao tdxicos quanto o
fipronil, sdo necessarios estudos para aprimorar o conhecimento sobre os efeitos
deste inseticida no ambiente e prever danos em casos de contaminacao aquatica.

Com relagdo a andlise das variaveis de qualidade de agua durante os
ensaios de toxicidade aguda do fipronil para o mato-grosso, foram registradas
pequenas alteracdes em todas as variaveis.

Apbs o periodo de 48 horas, a condutividade elétrica variou de 175,5 + 2,02
uS cm™ no controle para 176,1 + 1,87 uS cm™ na concentracdo de 0,5 mg L™. A
variacdo meédia do pH foi de 8,23 = 0,15 no controle para 7,97 + 0,12 na

concentracdo de 0,5 mg L™ . A temperatura manteve-se praticamente constante.
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O oxigénio dissolvido variou de 3,1 + 0,57 mg L™ no controle para 1,9 + 1,1
mgL™ na concentracdo de 0,5 mg L™, sendo considerada uma variacdo grande

causada pelo fipronil (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis de oxigénio dissolvido durante os ensaios de toxicidade aguda do
fipronil para os peixes da espécie mato-grosso (0; 24 e 48 horas de

exposicao).
Concentragio Oxigénio Dissolvido (mg L™

(mg L™ Oh 24h 48h
0,00 4,2 3,9 3,1
0,05 4,0 3,3 2,8
0,10 4,2 3,8 24
0,30 4,3 3,1 2,6
0,50 4,1 3,0 19
0,70 4,2 2,7 -

- auséncia das parcelas — todos os peixes morreram em 24h.

Essa avaliacao é essencial para registrar o efeito do fipronil na qualidade
da agua, que por sua vez, pode afetar a sobrevivéncia do organismo exposto.
Apo6s 48 horas de exposicdo, a concentracdo do oxigénio dissolvido na agua foi

reduzida para 1,9 na maior concentracdo de fipronil avaliada (0,5 mg L™).

De acordo com a CETESB (2002), o valor minimo de oxigénio dissolvido
(OD) para a preservacdo da vida aquatica, estabelecido pela Resolugao
CONAMA 357/05(2) é de 5,0 mg L™, mas existe uma variagdo na tolerancia de

espécie para espécie.

De maneira geral, valores de oxigénio dissolvido menores que 2,0 mg L™
pertencem a uma condicdo perigosa, denominado hipoxia, ou seja, baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido na agua (CETESB, 2002) que pode ser
causado tanto pelo consumo dos organismos e decomposicdo de matéria

organica quanto pela acédo de produtos toxicos no ambiente aquatico.

Goulart e Callisto (2003) citam que o monitoramento de variaveis fisicas e
guimicas apresenta vantagens na avaliacdo de impactos ambientais em

ecossistemas aquaticos, tais como: identificagdo imediata de modificagbes nas
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propriedades fisicas e quimicas da agua; detec¢do precisa da variavel modificada,
e determinacdo destas concentracoes alteradas.

Porém, ha também algumas desvantagens, tais como a descontinuidade
temporal e espacial das amostragens, pois as avaliagcdes ndo sao realizadas em
um longo periodo de tempo. A amostragem de variaveis fisicas e quimicas
fornece somente valores estaticos do que pode ser uma situacdo altamente
dinamica (WHITFIELD, 2001).

5.1.2. Pacu (P. mesopotamicus)

A concentracdo letal média (CL50;48h) do fipronil estimada para o pacu foi
de 0,45 mg L™, com limite inferior de 0,36 mg L™ e limite superior de 0,56 mg L™.

O fipronil é classificado como altamente téxico para o pacu (ZUCKER, 1985).

Nos ensaios definitivos de toxicidade aguda do fipronil para o pacu
ocorreram variacbes nas porcentagens de mortalidade nas concentractes

avaliadas (Tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem média e desvio padrao de mortalidade
dos trés ensaios definitivos com fipronil para o pacu.

Concentragéo (mg L™) Mortalidade média (%)
0,00 0,0
0,05 0,0
0,10 0,0
0,30 11,1+2,5
0,50 44,4 + 10,1
0,70 100,0

Durante o periodo dos ensaios de toxicidade aguda nao foram observados
sinais de intoxicacdo nos animais do controle e em 0,05 mg L™. Entre 0 e 24
horas de exposicdo ao fipronil, os animais expostos em 0,1 mg L' somente
permaneceram na superficie da coluna d’agua sem a busca por oxigénio,
engquanto que 0s peixes expostos as demais concentragdes apresentaram perda
da capacidade de arfagem. Apés 24 horas a mortalidade foi de 100% em 0,70 mg
L (Tabela 7).
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Tabela 7. Sinais de intoxicacdo observados em 24 e 48h nos ensaios definitivos com
fipronil para o pacu.

Concentragdo (mg L™ 24 horas 48 horas
0,00 - -
0,05 - -
0,10 P B,C,D
0,30 C,M B,C,D,M
0,50 C,M B,C,D,M
0,70 M B

A = Agitacdo; B = Natacgéo erratica; C = Espasmos musculares;
D = Perda da capacidade de arfagem;
P = Permanéncia na superficie da coluna d’agua e M = Mortalidade.

Entre 24 e 48 horas, nas concentragdes de 0,1, 0,3 e 0,5 mg L™, foi
observado sinais de intoxicagdo como natagéo erratica e perda da capacidade de
arfagem. Apds 48 horas de exposicdo, em 0,3 e 0,5 mg L™ ocorreram espasmos
musculares constantes, natacdo erratica e permanéncia na superficie da coluna
d’agua (Figura 3 A e B) (Tabela 7).

Figura 3. A) Natacédo erratica durante os ensaios de toxicidade aguda. B) Mortalidade
dos peixes na concentracgéo de 0,5 mg L™.

Na andlise das variaveis de qualidade de agua durante os ensaios de
toxicidade aguda do fipronil para o pacu, ocorreram alteracbes em todas as
variaveis. Ao final dos ensaios, a condutividade elétrica variou de 178,5 + 3,90 uS
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cm™ no controle para 179,6 + 4,16 uS cm™ na concentragéo de 0,5 mg L. A
variacdo média do pH foi de 8,2 + 0,15 no controle para 7,85 + 0,17 na

concentracdo de 0,5 mg L™. A temperatura manteve-se praticamente constante.

O oxigénio dissolvido variou de 3,3 + 0,52 mg L™ no controle para 2,24 +
1,28 mgL™ na concentracdo de 0,5 mg L™, sendo considerada uma variacdo
grande causada pelo fipronil (Tabela 8).

Tabela 8. Variaveis de oxigénio dissolvido durante os ensaios de toxicidade aguda do
fipronil para os peixes da espécie pacu (0; 24 e 48 horas de exposicdo).

Concentragéo Oxigénio Dissolvido (mg L™

(mg L™ Oh 24h 48h
0,00 4,2 4,2 3,3
0,05 4,1 3,2 2,1
0,10 4,1 3,4 2,8
0,30 4,2 2,3 2,2
0,50 41 1,6 2,4
0,70 4,1 2,9 -

- auséncia das parcelas — todos os peixes morreram em 24h.

5.1.3. Tilapia (O. niloticus)

A concentracéo letal média (CL50;48h) do fipronil estimada para a tilapia foi
de 0,08 mg L™, com limite inferior de 0,06 mg L™ e limite superior de 0,11 mg L™.
O fipronil é classificado como extremamente téxico para a tildpia (ZUCKER,
1985).

Ocorreram varia¢des nas porcentagens de mortalidade nas concentracdes
avaliadas durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil para a tilapia,
portanto foi calculada a média de mortalidade para cada uma incluindo o controle
(Tabela 9).

N&o foram observados sinais de intoxicacdo nos peixes do controle e em
0,03 mg L ™. No intervalo de 0 a 24 horas de exposicéo ao fipronil, os animais
apresentaram agitacdo e perda da capacidade de arfagem. Ap6s 24 horas a
mortalidade foi de 100% em 0,3 mg L™ (Tabela 10).
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Tabela 9. Porcentagem média e desvio padrdo de mortalidade
dos trés ensaios definitivos com fipronil para a tilapia.

Concentragéo (mg L™) Mortalidade média (%)
0,00 0,0
0,03 0,0
0,05 33,3+12,8
0,07 44,4 + 13,5
0,10 66,6 + 11,3
0,30 100,0

No intervalo de 24 a 48 horas, nas concentra¢gdes de 0,05, 0,07 e 0,10 mg
L™, ocorreu natacéio erratica e perda da capacidade de arfagem. Apos 48 horas
de exposicdo, em 0,07 e 0,1 mg L™ ocorreram espasmos musculares constantes

e natacao erratica (Figura 4 A e B) (Tabela 10).

Tabela 10. Sinais de intoxicagdo observados em 24 e 48h nos ensaios definitivos com
fipronil para a tilapia

Concentragéo (mg L™) 24 horas 48 horas
0,00 - -
0,03 - -
0,05 A, D B,C,D,M
0,07 A, D, M B,C,D,M
0,10 A, D, M B,C,D,M
0,30 M -

A:= Agitacdo: B = Natagao erratica: C = Espasmos musculares:
D = Perda da capacidade de arfagem;
P = Permanéncia na superficie da coluna d’agua e M = Mortalidade.

O valor da CL50;48h do fipronil para a tilapia foi igual ao valor da CL50;96h
para a espécie popularmente chamada de guaru (Poecilia reticulata) na auséncia
de sedimento (MANRIQUE et al, 2013) e para o peixe “bluegill” (Lepomis
Macrochirus) (USEPA, 1996).

Além disso, esse valor foi similar ao valor de CL50;96h para o guaru
(Poecilia reticulata) na presenca de sedimento (0,09 mg L™), sendo também
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classificado como extremamente toxico para esta espécie (MANRIQUE et al,
2013).

Figura 4. A) Ensaio de toxicidade aguda para tilapia. B) Mortalidade dos peixes em 0,1
mg L™

A partir da analise das variaveis de qualidade de agua durante os ensaios
de toxicidade aguda do fipronil para a tilapia, ocorreram variagcbes em todas as

variaveis.

Ao término dos ensaios, a condutividade elétrica variou de 176,9 + 0,56 uS
cm™ no controle para 176,6 + 1,55 pS cm™ na concentracdo de 0,1 mg L. A
variacdo média do pH foi de 7,7 £ 0,14 no controle para 7,83 + 0,05 na

concentracdo de 0,1 mg L™. A temperatura manteve-se praticamente constante.

O oxigénio dissolvido variou de 1,77 + 1,36 mg L™ no controle para 1,2 +
1,73 mgL™ na concentracdo de 0,1 mg L™, sendo considerada uma variacdo
grande causada pelo fipronil (Tabela 11).
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Tabela 11. Variaveis de oxigénio dissolvido durante os ensaios de toxicidade aguda do
fipronil para os peixes da espécie tilapia (0; 24 e 48 horas de exposi¢ao).

Concentracao Oxigénio Dissolvido (mg L™

(mg L™ Oh 24h 48h
0,00 4.4 3,4 1,7
0,03 4,5 3,1 2,0
0,05 4,2 3,0 2,2
0,07 4,3 2,9 1,8
0,10 4,6 3,1 1,2
0,30 4,2 3,5 -

- auséncia das parcelas — todos o0s peixes morreram em 24h.

5.2. Toxicidade aguda e classificacao ecotoxicoldgica do fipronil

para caramujos P. canaliculata

A concentracdo efetiva média (CE50;48h) do fipronil estimada para o
caramujo foi de 2629,08 mg L™, com limite inferior de 2516,53 mg L™ e limite
superior de 2746,67 mg L™. O fipronil é classificado como praticamente n&o-téxico

para o caramujo P. canaliculata (ZUCKER, 1985).

A partir das variagdes nas porcentagens de mortalidade nas concentracoes
avaliadas durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil para o caramujo, a
média de mortalidade foi calculada para cada uma incluindo o controle (Tabela
12).

Tabela 12. Porcentagem média e desvio padrdo de
mortalidade dos trés ensaios definitivos com
fipronil para o caramujo.

Concentragéo (mg L™) Mortalidade média (%)
0 0,00
1900 0,00
2200 6,66 £ 2,10
2500 33,33+ 12,57
2800 60+ 14,54
3100 100,00
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A OECD (2008) estipula que os ensaios de toxicidade aguda devem ser
realizados com concentracdes de no méximo 100,0 mg L™, pois a auséncia de
mortalidade nesta concentracéo indica que o organismo nao é do grupo dos mais

sensiveis para a substancia em exposi¢ao a curto prazo.

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas concentracoes
maiores, com o valor maximo de 10.000,0 mg L™, ou seja, cem vezes a
recomendada pela OECD (2008).

N&o foram observados sinais de intoxicacdo nos caramujos apos 24 horas
de exposicéo ao fipronil. Durante os ensaios 0s animais subiam nas bordas dos
aguarios por um curto periodo de tempo, o0 que é considerado comportamento
normal desta espécie. No intervalo de 24 a 48 horas de exposi¢cdo, 0s caramujos
apresentaram sinais de intoxicagcdo como a permanéncia dentro da concha e a

diminuicéo da locomocao dentro do aquério (Figura 5 A e B).

~

Figura 5. A e B) Ensaios de toxicidade aguda do fipronil para o caramujo.

Apbés 48 horas de exposicdo, 0s animais também apresentaram o
comportamento de letargia na resposta ao estimulo de toque durante a avaliacdo

da mortalidade/imobilidade nas concentragdes de 2500, 2800 e 3100 mg L™ .

Pela baixa sensibilidade destes organismos ao fipronil, considera-se que
ndo sejam bons bioindicadores para este inseticida. Porém, ndo € possivel

generalizar, pois podem ser sensiveis a outras substancias. Washington (1984)

31

Caunesp



Mestranda Naiara Fernanda Ignacio Prof. Dr. Joaquim Gongalves Machado Neto

explica que indicadores biolégicos sdo Uteis devido a sua especificidade a certos
tipos de impacto, pois inUmeras espécies sdo comprovadamente sensiveis a um
tipo de poluente, mas tolerantes a outros (WASHINGTON, 1984).

Na andlise das varidveis de qualidade de agua durante os ensaios de
toxicidade aguda do fipronil para o caramujo ocorreram alteragcbes em todas as

variaveis.

Apoés o periodo de exposicdo, a temperatura variou de 24,8 + 0,91 °C no
controle para 24,3 + 1,15 °C na concentracdo de 3100 mg L™. A condutividade
elétrica variou de 192,3 + 3,48 uS cm™ no controle para 191,8 + 3,98 yS cm™ na
concentracdo de 3100 mg L. A variacdo média do pH foi de 7,83 + 0,14 no

controle para 7,81 + 0,23 na concentracéo de 3100 mg L™.

O oxigénio dissolvido variou de 3,8 + 0,65 mg L™ no controle para 12,8 +
1,19 mgL™ na concentracdo de 3100 mg L?, sendo considerada uma variacdo
grande causada pelo fipronil (Tabela 13).

Tabela 13. Variaveis de oxigénio dissolvido durante os ensaios de toxicidade aguda do
fipronil para o caramujo (0; 24 e 48 horas de exposicdo).

Concentragéo Oxigénio dissolvido (mg L™)
(mg L™ Oh 24h 48h
0,0 5,0 4,3 3,8
1900 4.9 4,0 3,2
2200 4,9 3,9 3,0
2500 4,8 4,0 3,1
2800 5,0 4,6 3,0
3100 51 4,5 2,8

5.3. Toxicidade aguda e classificagdo ecotoxicoldgica do fipronil

para Daphnia magna

A concentracdo efetiva média (CE50;48h) do fipronil estimada para a
Daphnia magna foi de 0,025 mg L™, com limite inferior de 0,02 mg L™ e limite
superior de 0,035 mg L. O fipronil é classificado como extremamente téxico para
a D. magna (ZUCKER, 1985).
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A CL50;48h do fipronil para D. magna foi similar a CL50;96h estimada para
a D. pulex, com o valor de 0,016 mg L™, mas a concentragéo de 0,08 mg L™ de
fipronil causou mortalidade total durante os ensaios de toxicidade aguda (STARK
e VARGAS, 2005).

Ocorreram variacdes nas porcentagens de mortalidade nas concentragdes
avaliadas (Tabela 14) durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil para a

Daphnia magna (Figura 6 A e B).

Tabela 14. Porcentagem média e desvio padrdao de
mortalidade dos trés ensaios definitivos com
fipronil para a Daphnia magna.

Concentracdo (mg L™ Mortalidade média (%)
0,000 0,0
0,002 0,0
0,005 44+31
0,010 155+11,3
0,050 66,6 £ 14,3
0,100 100,0

Figura 6. A e B) Ensaio de toxicidade aguda do fipronil para D. magna.

Baixas concentracdes de fipronil ja sdo suficientes para a ocorréncia de
mortalidade na populacdo de D. magna. Além disso, o fipronil pode manter-se no

ambiente por um longo tempo.
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No estudo de Scott et al. (2008), o fipronil permaneceu no ambiente apos
seis meses de uma Unica aplicacdo de 0,005 mg L™ em um cultura de arroz, e
causou a diminuicdo da populacdo de macroinvertebrados aquéticos do local.

A diminuicdo da populacdo de macroinvertebrados pode levar ao
desequilibrio do ecossistema aquéatico, pois estes animais sao alimento para
invertebrados e peixes na cadeia alimentar, afetando, portanto, diversas outras

espécies presentes no local.

5.4. Toxicidade aguda e classificacao ecotoxicologica do fipronil

para macrofitas

5.4.1. Lemna minor

A concentracdo letal 50% média (CL50;7d) do fipronil estimada para a
Lemna minor foi de 3283,79 mg L™, com limite inferior de 2497,33 mg L™ e limite
superior de 4317,93 mg L™. O fipronil é classificado como praticamente ndo-t6xico
para a L. minor (ZUCKER, 1985).

Ocorreram variacfes nas porcentagens de inibicdo de emergéncia nos
ensaios de toxicidade aguda para L. minor (Figura 7 A e B) entre as
concentragbes avaliadas, sendo que a méaxima concentracdo (9600,0 mg L™)
causou o valor médio maximo de 88,67% de inibicdo de emergéncia nas plantas
(Tabela 15).

Tabela 15. Porcentagem média e desvio padréo de mortalidade dos trés
ensaios definitivos com fipronil para a Lemna minor.

Concentracdo (mg L™) Inibicdo de emergéncia média (%)
0,0 0,00
600,0 29,24 + 8,47
1200,0 30,18 £ 10,03
2400,0 46,22 + 9,54
4800,0 50,00 + 12,22
9600,0 88,67 + 21,30
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Sendo a inibicdo do GABA no sistema nervoso dos animais o principal
mecanismo de ac¢do do fipronil, este ndo afetard macréfitas devido a diferenca na

fisiologia das mesmas.

Mesmo que altas concentracfes ndo causem intoxicacdo a L. minor, estas
podem levar a mortalidade de outras espécies jA em baixas concentracdes, ou
ainda causarem efeitos ndo externalizados no organismo dos animais presentes
no ecossistema aquatico. Como € possivel observar nos resultados anteriores,
em que concentracdes menores que 0,1 mg L™ de fipronil séo capazes de causar

a morte dos peixes e daphnias.

Além disso, apesar de ndo causar mortalidade a macrofita L. minor, o
fipronil pode se acumular em suas raizes ou até ser absorvido pela planta. Neste
caso, espécies de peixes herbivoras poderdo se contaminar indiretamente com o
inseticida no momento em que consumirem estas macréfitas contaminadas. No
caso de sobrevivéncia destes peixes, estes servirdo de alimento para espécies
carnivoras e para o homem, causando risco de contaminagdo indireta com

fipronil.

Por exemplo, a bioacumulacao de fipronil determinada no musculo (42,3 ng
g) e no figado (58.6 ng g™") de parte (30%) dos peixes (Hoplias malabaricus) de
um lago no Estado do Parana, Brasil (MIRANDA et al., 2008). Esta espécie é
considerada carnivora e pode se contaminar pelo inseticida diluido na agua onde

vive ou pelas espécies contaminadas das quais se alimentou.

Figura 7. A e B) Ensaio de toxicidade aguda do fipronil para L. minor.
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5.4.2. Azolla caroliniana

A concentracdo letal 50% média (CL50;7d) do fipronil estimada para a
Azolla caroliniana foi de 7855,41 mg L™, com limite inferior de 6547,12 mg L™ e
limite superior de 8266,33 mg L™. O fipronil é classificado como praticamente n&o-
toxico para a A.caroliniana (ZUCKER, 1985).

Ocorreram variacbes nas porcentagens de sinais de intoxicacdo para
Azolla caroliniana nas maiores concentragdes de fipronil avaliadas, sendo a maior

porcentagem média (95%) na maior concentracdo (9600,0 mg L™) (Tabela 16).

Tabela 16. Porcentagem média e desvio padrdo de intoxicacao
dos trés ensaios definitivos com fipronil para a Azolla

caroliniana.
Concentracgédo (mg L™ Sinais de fitotoxicidade (%)

0,0 0,00

1200,0 0,00

2800,0 0,00

4400,0 10,00 £ 5,00

7000,0 50,00 + 10,00

9600,0 95,00 + 10,00

Figura 8. A e B) Ensaio de toxicidade aguda do fipronil para A. caroliniana.
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A A. caroliniana € considerada um bom bioindicador de contaminacéo de
agua por herbicidas, pois € sensivel a baixas concentracfes desta classe de
agrotoxicos (Tabela 17). O alto valor de CL50;7d obtido se justifica pelo fato de
gue o fipronil ndo tem ac¢éo herbicida, somente de inseticida. Este efeito pode ser

observado nos resultados obtidos neste estudo (Tabela 17).

Tabela 17. Toxicidade de alguns herbicidas para A. caroliniana
(SILVA et al., 2012)

HERBICIDA CL50:7d (mg LY
Glyphosate (Scout®) 23,66
Glyphosate (Trop®) 38,91
Oxyfluorfen 80,50
Clomazone 129,63
2,4-D 708,35

Da mesma forma que para a L. minor, o fipronil pode se acumular em suas
raizes ou ser absorvido. Sendo as macrdfitas, a base da cadeia alimentar
aquatica, ha um risco de contaminacdo pelo fipronil de todas as espécies

dependentes destas plantas.

5.5. Variacdo da relacdo entre as concentracfes crescentes de

fipronil e mortalidade das espécies

Nas equacOes ajustadas entre as concentracdes crescentes de fipronil e a
mortalidade das espécies estudas observa-se padrdes de respostas diferencias
(Figura 9). Para as espécies de peixes, ocorreram diferencas nas respostas. A
intoxicacdo do mato-grosso € linear ao aumento da concentracdo do fipronil na

agua e quadratica para as espécies pacu e tilapia.
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Em menores concentracbes, espera-se que 0 pacu responda de forma
mais lenta a contaminag&o por fipronil. Os efeitos da contaminag&o por fipronil
nas espécies mato-grosso e tilapia serdo mais rapidos no mesmo intervalo de

tempo.

Este efeito pode ser importante para 0 manejo destes peixes em condi¢des
de contaminac¢des com o fipronil das dguas de pisciculturas. A morte dos peixes
ndo serd imediata, mas a partir de determinada concentracdo a mortalidade se

torna muito rapida.

E possivel observar que determinados intervalos de concentracdo de
fipronil causam porcentagens similares de mortalidade, como para a D. magna
entre 0,002 e 0,02 mg L™; para o caramujo entre 2000 e 2800 mg L™; para a L.
minor e para a A. caroliniana entre 1200 e 4800 mg L™ (Figura 9).

Em casos como para o caramujo, a regressao linear apresenta-se
crescente de tal modo devido as altas concentracdes de fipronil avaliadas, ou
seja, o intervalo de concentracdes que causa 0 e 100% de mortalidade é grande
(2000 a 3000 mg L™) (Figura 9 E).

Portanto, as macrofitas e o caramujo ndo seriam bons indicadores no caso
de uma contaminacéo por fipronil. Além de ndo serem sensiveis a este inseticida,
demonstram sinais de intoxicagdo somente em concentracbes muito elevadas, as

guais dificilmente seriam encontradas no ambiente aquatico.

5.6. Avaliacéo do risco de intoxicacdo ambiental do fipronil

Dentre as classificagOes de risco de intoxicagdo ambiental utilizadas, a de
Goktepe et al. (2004) é mais rigida, pois € uma classificacdo ecolégica enquanto
gue as demais sao classificagbes técnicas utilizadas principalmente na

regulamentacao de produtos por empresas.

Os valores dos quocientes de risco (Q) do fipronil para um corpo d’agua de

0,3m de profundidade encontram-se na Tabela 18.
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Tabela 18. Valores (Q) da relacdo entre as diluicdes da CAE para um corpo de agua de
profundidade de 0,30 m e a CL50 para cada espécie avaliada.

Qpara | Qpara | Qpara | Qpara Q para Q para Q para
o CLsoou | 100% | 50% 25% 12,5% 6,25% 3,12% 1,56%
Espécie e CAE CAE CAE CAE CAE CAE CAE
(0,133 | (0,066 | (0,033 | (0,016 (0,008 (0,004 (0,002
mgL") | mgLY) | mgLY) | mgL?) | mgL™) | mgL?) | mgL™?
Mato-grosso 0,28 0,475 | 0235 | 0,117 | 0,057 0,028 0,014 0,007
Pacu 0,45 0,295 | 01146 | 0,073 | 0,035 0,017 0,008 0,004
Tilapia 0,08 1,662 | 0,825 | 0,412 0,2 0.1 0,05 0,025
Caramujo 2629,08 | %0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,00000 | ;550003 | 0,000002 | 0,000001
51 25 13 6
D. magna 0,025 5,32 2,64 1,32 0,64 0,32 0,16 0,08
L. minor 3283,79 | 90000 | 0,0000 10,0000 | 0,00000 | 4 140002 | 0,000001 | 0,000001
41 20 10 5
A caroliniana 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,00000 0,000000
7855,41 17 o8 o4 > 0,000001 | 0,000001 3

De acordo com a classificacédo de risco de intoxicacdo ambiental proposta
pela USEPA (1987), o fipronil classifica-se como de baixo risco para o mato-
grosso nas concentracées de 0,133; 0,066 e 0,033 mg L™, e classifica-se como

sem risco para as demais propor¢cdes da CAE avaliadas (Tabela 19).

Para o pacu, o fipronil classifica-se como de baixo risco nas concentracdes
de 0,133 e 0,066 mg L™; e como sem risco nas demais concentracdes de fipronil.
Para a tilapia, o fipronil classifica-se como de risco moderado na concentracdo de
0,133 mg L™ de baixo risco para 0,066; 0,033; 0,016 e 0,008 mg L™; e sem risco
para 0,004 e 0,002 mg L™,

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de risco moderado nas
concentracdes de 0,133; 0,066 e 0,033 mg L™; de baixo risco para 0,016; 0,008 e
0,004 mg L™; e sem risco para 0,002 mg L™.

Para as demais espécies (P. canaliculata, L. minor, A. caroliniana), o
fipronil classifica-se como sem risco em todas as concentracdes de fipronil

avaliadas.
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Tabela 19. Classificacdo do risco de intoxicacdo ambiental em um corpo de agua de 0,3
m de cada diluicdo da CAE para cada espécie avaliada.

USEPA (1987) Goktepe et al. (2004) Urb?:?ngsc;o()k
Espécie
Risco com Risco com
Sem Risco Risco Baixo Médio Alto nenhum possibilidad
risco baixo moderado risco risco risco efeito e de efeito
adverso adverso
Mato-grosso | 1,56%- | 25%- 1,56% - | 12,5% - 1,56% - 10
12,5% | 100% 6,25% | 100% [P 25%-100%
Pacu 1,56% - | 50%- 1,56% - | 25% - 1,56% - 25% -
25% 100% 12,5% 100% 12,5% 100%
Tilapia 1,56% - | 6,25% - . o | 312%- | 50%- | 1,56% - 12,5% -
P 312% | 50% 100% | 1.56% | 5500 | 100% | 6,25% 100%
Caramujo Todas Todas Todas
D maana o | 312%- | 25%- o | 312%- | 12,5% . 3,12% -
g 1,56% 12,5% 100% 1.56% 6,25% - 100% 1,56% 100%
L. minor Todas Todas Todas
A.caroliniana | Todas Todas Todas

100,0% (0,133 mg L™), 50,0% (0,066 mg L), 25,0% (0,033 mg L'lz, 12,5% (0,016 mg L™),
6,25% (0,008 mg L), 3,12% (0,004 mg L") e 1,56% (0,002 mg L™)

De acordo com a classificacdo de risco de intoxicacdo ambiental proposta
por Goktepe et al. (2004), o fipronil classifica-se como de médio risco para o
mato-grosso nas concentracées de 0,133; 0,066; 0,033 e 0,016 mg L™; e de baixo

risco para as demais concentracdes avaliadas.

Para o pacu, o fipronil classifica-se como de médio risco em 0,133; 0,066 e

0,033 mg L™; e de baixo risco nas demais concentracdes avaliadas.

Para a tilapia, o fipronil classifica-se como de alto risco nas proporcdes de
0,133 e 0,066 mg L™*; de médio risco para 0,003; 0,016; 0,008 e 0,004 mg L™; e

de baixo risco para 0,002 mg L™

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de alto risco nas proporc¢oes
de 0,133; 0,066; 0,033 e 0,016 mg L™; de médio risco para 0,008 e 0,004 mg L™;
e de baixo risco para 0,002 mg L™

Para as demais espécies (P. canaliculata, L. minor, A. caroliniana), o

fipronil classifica-se como sem risco em todas as concentracfes avaliadas.
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De acordo com a classificacdo de risco de intoxicagdo ambiental proposta
por Urban e Cook (1986), o fipronil classifica-se como de risco com a
possibilidade de efeito adverso para o mato-grosso e para 0 pacu has proporcées
de 0,133; 0,066 e 0,033 mg L™; e de risco com nenhum efeito adverso para as
demais concentracdes avaliadas.

Para a tilapia, o fipronil classifica-se como de risco com a possibilidade de
efeito adverso em 0,133; 0,066; 0,033 e 0,016 mg L™; e de risco com nenhum

efeito adverso nas demais concentracdes avaliadas.

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de risco com a possibilidade
de efeito adverso em todas as proporcdes da CAE, exceto para 0,002 mg L™, na

qual se classifica como de risco com nenhum efeito adverso.

Para as demais espécies (P. canaliculata, L. minor, A. caroliniana), o
fipronil classifica-se como de risco com nenhum efeito adverso em todas as

concentracOes avaliadas (Tabela 19).

Os valores dos quocientes de risco (Q) do fipronil para um corpo d’agua de

2,0m de profundidade encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20. Valores (Q) da relacdo entre as diluicdes da CAE para um corpo de agua de
profundidade de 2,0 m e a CL50 para cada espécie avaliada.

Q para Q para Q para Q para Q para Q para Q para

o CL50 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,12% 1,56%

Espécie ou CAE CAE CAE CAE CAE CAE CAE
CE50 | (0,02mg | (0,01mg | (0,005 (0,0025 (0,0012 | (0,0006 (0,0003

L) L mgL®) | mgL") | mgL") | mgL") | mgL™)

Mato-grosso 0,28 0,071 0,035 0,017 0,008 0,004 0,002 0,001
Pacu 0,45 0,044 0,022 0,011 0,005 0,002 0,001 0,0006
Tilapia 0,08 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015 0,0075 0,00375
Caramujo 2629,08 | 0,000007 | 0,000003 | 0,000001 | 0,000009 0'002000 o,oogooo o,ooi)ooo

D. magna 0,025 0,8 0,4 0,2 0,1 0,048 0,024 0,012
L. minor 3283,79 | 0,000006 | 0,000003 | 0,000001 | 0,0000007 0'00??000 o,ooi)ooo O’O%%OOO
A. caroliniana | 785541 | 0,000002 | 0,000001 o,oogooo 0,0000003 o,ooi)ooo 0'0%(;000 0’0%03000
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De acordo com a classificacdo de risco de intoxicagdo ambiental proposta
pela USEPA (1987), o fipronil classifica-se como de baixo risco para o mato-

grosso e para o pacu em todas as proporcdes da CAE avaliadas (Tabela 21).

Para a tilapia, o fipronil classifica-se como de baixo risco em 0,02 e 0,01

mg L™; e sem risco nas demais concentragdes avaliadas.

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de baixo risco nas
concentracdes de 0,02; 0,01; 0,005 e 0,0025 mg L™?; e sem risco para 0,0012;
0,0006 e 0,0003 mg L™ .

Tabela 21. Classificacdo do risco de intoxicagdo ambiental em um corpo de agua de
2,0m de cada diluicdo da CAE para cada espécie avaliada.

USEPA (1987) | Goktepe etal. (2004) | yrban e Cook (1986)
Espécie
Risco com Risco com
Sem Risco Baixo Médio Alto nenhum possibilidade
risco baixo risco risco risco efeito de efeito
adverso adverso
Mato-grosso 1,56% -
g Todas 50% 100% Todas
Pacu Todas Todas Todas
Tildpia 1,56% - 50% - 1,56% - 25% - _ o DA %
P 25% 100% 12,5% 100% o5 =2 Sl =00
Caramujo Todas Todas Todas
D. maana 1,56% - 12,5% - 1,56% - | 12,5% - @ 1,56% - D N
g 6,25% 100% 6,25% 50% Hoees 6,25% ~ZoEt = LU
L. minor Todas Todas Todas
A. caroliniana Todas Todas Todas

100,0% (0,02 mg L™), 50,0% (0,01 mg L™), 25,0% (0,005 mg L™), 12,5% (0,0025 mg L™),
6,25% (0,0012 mg L™, 3,12% (0,0006 mg L™) e 1,56% (0,0003 mg L™)

Para as demais espécies (P. canaliculata, L. minor, A. caroliniana), o

fipronil classifica-se como sem risco em todas as concentra¢des avaliadas.

De acordo com a classificacdo de risco de intoxicacdo ambiental proposta
por Goktepe et al. (2004), o fipronil classifica-se como de médio risco para o
mato-grosso na concentracdo de 0,02 mg L™; e de baixo risco para as demais

concentragOes avaliadas (Tabela 21).
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Para a tilapia, o fipronil classifica-se como de médio risco nas propor¢des
de 0,02; 0,01 e 0,005 mg L™; e de baixo risco para as demais concentracdes

avaliadas.

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de alto risco para 0,02 mg L
! de médio risco para 0,01; 0,005 e 0,0025 mg L™; e de baixo risco para 0,0012;
0,0006 e 0,0003 mg L™.

Para as demais espécies (P. mesopotamicus, P. canaliculata, L. minor, A.
caroliniana), o fipronil classifica-se como sem risco em todas concentragdes

avaliadas.

De acordo com a classificacdo de risco de intoxicacdo ambiental proposta
por Urban e Cook (1986), o fipronil classifica-se como de risco com a
possibilidade de efeito adverso para a tilapia nas concentra¢des de 0,02 e 0,01
mg L e de risco com nenhum efeito adverso para as demais concentracées

avaliadas (Tabela 21).

Para a D. magna, o fipronil classifica-se como de risco com a possibilidade
de efeito adverso nas concentracées de 0,02; 0,01; 0,005 e 0,0025 mg L™; e para

0,0012; 0,0006 e 0,0003 mg L™ como de risco com nenhum efeito adverso.

Para as demais espécies (H. eques, P. mesopotamicus, P. canaliculata, L.
minor, A. caroliniana), o fipronil classifica-se como de risco com nenhum efeito

adverso em todas as concentragdes avaliadas.

O risco de intoxicacdo do fipronil ao ambiente é importante na realizacao
de monitoramento de contaminacdo ambiental de espelhos d’aguas. Na avaliacéo
de risco ambiental é necessario conhecimento sobre os possiveis efeitos que um
determinado agrotoxico oferece ao ambiente como um todo. Estes efeitos
dependem da sua ecotoxicidade a organismos terrestres e aquaticos (SILVA et
al., 2013).

Estes efeitos dependem, ainda, das concentracfes dos compostos toxicos
nos diferentes compartimentos ambientais (solo, agua, planta e atmosfera) que,
por sua vez, dependem da forma e das condi¢des de aplicacdo, da quantidade ou
dose usada e do comportamento e destino do agrotéxico no meio ambiente
(SPADOTTO et al., 2004).
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Altas concentracbes de fipronil dificilmente atingiram o meio aquatico,
porém, como é possivel observar apds a andlise de risco ambiental, doses muito
baixas ja sdo suficientes para causar intoxicacdo em organismos aquaticos como

0S peixes e 0 microcrustaceo D. magna.

Silva et al. (2007) estudaram a distribuicdo de alguns fungicidas (2,4-D,
dicloreto de paraquate, clomazone, propanil, quincloraque, bispiribaque-sédico e
metsulfuron-metilico) e inseticidas (carbofurano, permetrina, fipronil e paration
metilico) em diferentes compartimentos ambientais na cultura de arroz. A agua foi
0 compartimento de maior contaminacdo com o0s agrotoxicos. Portanto, baixas

concentracdes de fipronil podem chegar ao ambiente aquatico facilmente.

5.7. Selecdo das espécies mais adequadas para monitoramento

da contaminacdo de aguas com fipronil

A espécie D. magna foi selecionada como a mais adequada como
bioindicador, pois apresenta o menor valor de CE50:48h do fipronil (0,025 mg L™).
Além disso, sendo a relacdo concentracdo-mortalidade linear, esta espécie
demonstra uma resposta padrdo com o aumento das concentragdes de fipronil na
agua, o que facilita a observacdo e avaliagdo destes organismos no meio

ambiente aquatico.

As espécies de peixes também foram consideradas adequadas pela alta
sensibilidade ao fipronil, sendo a tilapia mais sensivel, seguida pelo pacu e mato-
grosso. Peixes sao importantes organismos-teste no monitoramento de
contaminacdo aquatica, pois respondem de modo diferente as substancias
(RAMELOW et al.,1989; SCHULZ e MARTINS-JUNIOR, 2001).Além disso, outros
estudos também comprovam que o0s peixes e daphnias s&o o0s principais
bioindicadores de contaminac&o aquatica (BRIGANTE e ESPINDOLA, 2003).

O caramujo P. canaliculata e as macrofitas Lemna minor e Azolla
caroliniana sdo inadequados como bioindicadores para o monitoramento do risco
ambiental de contaminac¢des de aguas com o fipronil, pois obtiveram altos valores
de CL50 e CE50; 48h e baixa sensibilidade a este produto.
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6. CONCLUSOES

O fipronil classifica-se como extremamente toxico para o peixe da espécie
tilapia e para a D. magna; como altamente toxico para mato-grosso e pacu; e
como praticamente ndo toxico para o caramujo P. canaliculata, e para as

macroéfitas L. minor e A. caroliniana.

A D. magna é a espécie mais adequada como bioindicador para monitorar
a contaminacdo de ambientes aquaticos com fipronil, seguida pela tilapia, pacu e
mato grosso. As macrofitas Lemna minor e Azolla caroliniana e o caramujo sao
inadequados como bioindicadores para o monitoramento do risco ambiental de

contaminacdes de dguas com o fipronil.

O fipronil ndo causa alteracdes na temperatura, condutividade elétrica e pH
da agua, mas pode causar diferentes niveis de reducdo do oxigénio dissolvido
apos 48 horas da diluicdo.
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