UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ENGENHARIA
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

MARJORI BRENDA LEITE MARQUES

BIOINDICADORES DE AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS PELO
INSETICIDA CLORPIRIFOS

Ilha Solteira
2019



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes " 90LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de llha Solteira

MARJORI BRENDA LEITE MARQUES

BIOINDICADORES DE AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS
PELO INSETICIDA CLORPIRIFOS

Defesa apresentada a Faculdade de
Engenharia de llha Solteira — UNESP como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo
de Mestre em Engenharia Civil.

Area de Conhecimento: Recursos Hidricos e
Tecnologias Ambientais

Prof2 Dra. Juliana Heloisa Piné Américo
Pinheiro
Orientadora

Prof. Dr. Claudinei da Cruz
Co-orientador

Ilha Solteira
2019



\V4
Ay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes YA «4ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de llha Solteira

FICHA CATALOGRAFICA
Desenvolvido pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo

Marques, Marjori Brenda.

M357b Bioindicadores de ambientes aquaticos contaminados pelo inseticida
clorpiirfés / Marjori Brenda Marques. -- llha Solteira: [s.n.], 2019
74 1. :il

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista. Faculdade de
Engenharia. Area de conhecimento: Recursos Hidricos eTecnologias Ambientais,
2019

Orientador: Juliana Heloisa Piné Ameérico Pinheiro
Co-orientador: Claudinei Da Cruz
Inclui bibliografia

1. Recursos hidricos. 2. Ecotoxicologia aquatica. 3. Organismos
bioindicadores. 4. Ambientes contaminados. 5. Agrotdxicos. 6. Inseticida
2 clorpirifos.

Sy Msea (lemerte g Soc
SO
Sqparile f %o
FEE



Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FoXA
unesp -
Campus de llha Solteira

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAOQ: Biocindicacdores de ambientes aquaticos contaminados pelo inseticida
clorpirités

AUTORA: MARJORI BRENDA LEITE MARQUES
ORIENTADORA: JULIANA HELOISA PINE AMERICO PINHEIRO
COOQRIENTADOR: CLAUDINEI DA CRUZ

Aprovada como parte das exigéncias para obten¢ao do Titulo de Mestra em ENGENHARIA CIVIL,
area: Recursos Hidricos e Tecnologias Ambientais pela Comissdo Examinadora:

Profa, Dra. JULIANA HELOISA PINE AMERICO PINHEIRO Sblio. "DV in Rm&/

Ciéncias Ambientais / Universidade Brasil

Profa. Dra. MARIA ANGELA DE MORAES CORDEIRO \Q;})Q&_\ @‘“\&Sc\i‘

Departamento de Fisica e Quimica / Faculdade de Engenharia de llha Solteira - UNESP

A : " -
Prof. Dr. MATHEUS PEREIRA DOS SANTOS—h S,UA.QMA 727_)12;.)1@ Jﬁ’-\ ey

Produgdo Animal, Instituto de Zootecnia / Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ .

Itha Solteira, 06 de dezembro de 2019



DEDICATORIA

Dedico meu trabalho a Deus e seus seres iluminados que me ajudaram nesta
jornada. A minha familia que tanto amo e aos meus amigos queridos. A todos os
pesquisadores, estudantes e professores que lutam pela pesquisa e educacao no

Brasil.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela bencao concedida tendo o privilégio e a
oportunidade de estudar e pesquisar.

A minha familia amada que sempre me apoiou me ajudando em todos os
momentos e escolhas da minha vida.

Ao Departamento de Engenharia Civil e ao Programa de Pds-Graduacdo em
Recursos Hidricos e Tecnologias Ambientais da Unesp de llha Solteira.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concesséo da bolsa de estudos.

A professora Dra. Juliana Heloisa Piné Américo Pinheiro por ter me escolhido
como orientada e por ter me guiado numa importante linha de pesquisa ambiental.

Ao professor Dr. Claudinei da Cruz que me aceitou como co-orientada, me
proporcionando uma maravilhosa experiéncia laboratorial.

A toda equipe do Laboratério de Ecotoxicologia e Eficacia de Agrotdxicos
(LEEA), que tao pacientemente me ensinaram e ajudaram na minha pesquisa.

A todos 0s meus amigos que amo tanto, em especial as meninas da Turma X
de biologia e as meninas da Republica Tcheca da Unesp de Ilha Solteira.

A Jairene que tdo bem me acolheu em sua pens&o.

As cidades de Ilha Solteira e Barretos que me proporcionaram momentos

maravilhosos durante minha pesquisa e vivéncia.



RESUMO

O clorpirifés (O,0-dietil-O-3,5,6-tricloropiridin-2-piridinilfosforotioato), € um inseticida
da classe dos organofosforados detectado em ambientes aquéticos e responsavel por
causar danos ao sistema nervoso dos animais. Objetivou-se avaliar a toxicidade
aguda do inseticida clorpirifos para organismos de diferentes niveis tréficos: Lemna
minor, Azolla caroliniana e Wolffia brasiliensis (produtores), Pomacea canaliculata e
Macrobrachium acanthurus (consumidores primérios), Xiphophorus maculatus e
Hyphessobrycon eques (consumidores secundarios). O trabalho buscou mensurar as
variaveis de qualidade de agua: pH, temperatura, condutividade elétrica e oxigénio
dissolvido durante os ensaios, e verificar quais das espécies testadas pode ser o
melhor bioindicador de contaminacdo de ambientes aquaticos para clorpirifés. Os
ensaios agudos foram realizados de acordo com os procedimentos do Guideline for
testing of chemicals — Lemna minor Growth Inhibition da OECD, adaptado para as
macréfitas, e ABNT NBR 15088: 2016 para peixes, adaptado para caramujo e
camaréo. Os valores das concentracdes de efeito, de inibicdo e letal estimadas (CES5O0,
CI50 e CL50) foram calculadas pelo software Trimmed Spearman Karber. O clorpirifos
foi considerado como praticamente néo toxico para as macrofitas Lemna minor, Azolla
caroliniana e Wolffia brasiliensis, apresentando respectivamente a CI50 de 1299,6,
849,74 e 1271,63 mg. L de clorpirifés. Para o caramujo P. canaliculata, o clorpirifés
foi considerado como pouco téxico, apresentando CE50 de 30,90 mg. L ! de clorpirifés.
A CL50 para os peixes Xiphophorus maculatus e Hyphessobrycon eques
respectivamente foi de 0,07 e 1,65 mg. L de clorpirifés, classificando-o como
extremamente toxico e moderadamente toxico. Para M. acanthurus, a CL50
apresentada foi de 0,002 mg. L' de clorpirifés, classificando o produto como
extremamente toxico. O valor estimado da toxidade do clorpirifos para o M.
acanthurus, esta abaixo da concentracdo maxima permitida de clorpirifés nos padrées
de qualidade de agua para consumo humano (0,030 mg. L* de clorpirifés). Assim, o
camardo M. acanthurus é melhor bioindicador de contaminacdo de ambientes
aguaticos por clorpirifés. Ressalta-se a importancia de haver limites para esse
agrotoxico na Resolucdo CONAMA 357/2005 que sejam abaixo da concentracado

considerada toxica para o camaréo, visando a protecdo das comunidades aquaticas.

Palavras chaves: Organofosoforados. Camardo. Macrofitas. Peixes. Toxidade.



ABSTRACT

Chlorpyrifos (O, O-diethyl-O-3,5,6 trichloropyridin-2-pyridinylphosphorothioate), is an
insecticide of the class of organophosphates detected in aquatic environments and
responsible for causing damage to the nervous system of animals. The objective was
to evaluate the acute toxicity of the insecticide chlorpyrifos to organisms of different
trophic levels: Lemna minor, Azolla caroliniana and Wolffia brasiliensis (producers),
Pomacea canaliculata and Macrobrachium acanthurus (primary consumers),
Xiphophorus maculatus and Hyphessobrycon eques (secondary consumers). The
work sought to measure the variables of water quality: pH, temperature, electrical
conductivity and dissolved oxygen during the tests, and to verify which of the species
tested may be the best bioindicator of contamination of aquatic environments for
chlorpyrifos. The acute tests were carried out according to the procedures of the OECD
Guideline for testing of chemicals - Lemna minor Growth Inhibition, adapted for
macrophytes, and ABNT NBR 15088: 2016 for fish, adapted for snails and shrimp. The
estimated effect, inhibition and lethal concentration values (EC50, CI50 and CL50)
were calculated using the Trimmed Spearman Karber software. Chlorpyrifos was
considered practically non-toxic to the macrophytes Lemna minor, Azolla caroliniana
and Wolffia brasiliensis, respectively showing the IC50 of 1.299,6, 849,74 and 1271,63
mg. L of chlorpyrifos. For the snail P. canaliculata, chlorpyrifos was considered to be
low toxic, with EC50 of 30,90 mg. L of chlorpyrifos. The LC50 for Xiphophorus
maculatus and Hyphessobrycon eques, respectively, was 0,07 and 1,65 mg. L? of
chlorpyrifos, classifying it as extremely toxic and moderately toxic. For M. acanthurus,
the LC50 presented was 0,002 mg. L of chlorpyrifos, classifying the product as
extremely toxic. The estimated value of the toxicity of chlorpyrifos to M. acanthurus, is
below the maximum permitted concentration of chlorpyrifos in water quality standards
for human consumption (0,030 mg. L* of chlorpyrifos). Thus, the shrimp M. acanthurus
is the best bioindicator of contamination of aquatic environments by chlorpyrifos. The
importance of having limits for this pesticide in CONAMA Resolution 357/2005 that are
below the concentration considered toxic for shrimp, in order to protect aquatic

communities, is emphasized.

Keywords: Organophosphorus. Shrimp. Macrophytes. Fish. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os agrotéxicos sao substancias quimicas que estédo divididas em diferentes
classes, tais como herbicidas, inseticidas, acaricidas, fungicidas e nematicidas. Estes
produtos possuem como ingredientes ativos compostos quimicos formulados para
prevenir, combater ou destruir espécies indesejaveis e doencas que possam interferir
na produgdo, no processamento, armazenamento, transporte de alimentos, produtos
agropecuarios, madeira e seus derivados (MELO et al., 2010; VASCONCELOS,
2018).

Dentre as diversas justificativas para a utilizacdo dos agrotoxicos em larga
escala na agricultura brasileira, est4 a facilidade de aplicacdo, o custo operacional
menor do que outras técnicas de controle, eficacia biologica diferencial e acesso
facilitado ao sistema de compra. Outro ponto importante é o fator ambiental como
clima tropical e altas temperaturas, pois a maioria das regides agricolas, ndo possui
periodos de invernos rigorosos para interromper o ciclo de reproducdo das pragas,
patégenos e fungos, como ocorre em paises de clima temperado (MELO et al., 2010;
VASCONCELOS, 2018).

Dentre o0s produtos utilizados como inseticidas, 0SS compostos
organofosforados (OP’s) foram e ainda sdo importantes para as atividades agricolas
em todo o mundo, constituindo uma familia muito diversificada de produtos quimicos
organicos. Os OP’s foram banidos da agricultura na Unido Europeia e nos Estados
Unidos devido sua alta toxicidade e por serem inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), no entanto, seu uso ainda é permitido no Brasil. (BARBOZA, 2018). A AChE
€ uma enzima que vem sendo testada como biomarcador da presenca de agrotoxicos
(CHEREMISINOFF; KING, 1994; SILVA, 2014).

O clorpirifés (O,0O-dietil-O-3,5,6-tricloropiridin-2-piridinilfosforotioato) é um
agrotoxico da classe dos inseticidas pertencente ao grupo dos OP’s. Devido ao seu
uso generalizado e sua persisténcia no meio ambiente, os OP’s continuam sendo
detectados em varios compartimentos ambientais, especialmente em ecossistemas
aquaticos (BARNHOORN et al., 2005; NAIGAGA et al., 2011; FLASKOS, 2012;
OGBEIDE et al., 2016).

Em corpos de agua doce, o clorpirifés tem uma meia-vida de 16 a 77 dias de
acordo com as condi¢cdes ambientais. A presenca de clorpirifés em riachos e lagos

tem ganhado grande interesse cientifico, devido seus efeitos tdxicos sobre
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organismos aquaticos que sdo capazes de acumular o inseticida, provocando
alteracdes nos aspectos comportamentais, neurolégicos e reprodutivos (DE-SILVA,;
SAMAYAWARDHENA, 2005; ORUC, 2010; BOTTEE et al., 2012).

Muitos organismos sao sensiveis a disturbios nos ecossistemas, podendo ser
utilizados para indicar fatores estressantes causados por acdes antrOpicas. Estes
organismos sdo denominados bioindicadores, pois possuem relacdo a elementos
abidticos tornando-se altamente sensiveis as perturbacdes humanas (ARIAS et al.,
2007). O uso de diversos bioindicadores abrangendo diferentes niveis de organizacao
bioldgica possibilita 0 conhecimento sobre a que nivel o contaminante interage com o
organismo, e a que nivel este é mais suscetivel a acdo do poluente (BAGLIANO,
2012).

Utilizar organismos como indicadores biologicos para a identificacdo de danos
antropicos causados nos ecossistemas € essencial para um monitoramento completo
acerca da qualidade da agua. As espécies mais frequentes nos corpos hidricos séo
as que mais contribuem para a manutencdo e avaliacdo da integridade ecoldgica
(SILVA-DE-SA et al., 2019).

Os bioindicadores aquaticos utilizados neste trabalho: macréfitas (produtores),
caramujo e camardo (consumidores primarios) e o0s peixes (consumidores
secundarios), sdo espécies de diferentes niveis tréficos presentes no interior do
estado de Sdo Paulo. As macrdfitas apresentarem elevadas taxas de crescimento e
reproducéo (KISS; KOVATS; SZALAY, 2003). O caramujo assim como toda espécie
invasora, possui potencial para competir com espécies nativas por recursos limitados
(GHESQUIERE, 2005). O camarao apresenta alta fecundidade, bastante adequada
para fins comerciais (VALENTI; MELLO; LOBAO, 1989).

Objetivou-se avaliar a toxicidade aguda do inseticida clorpirifos para
organismos de diferentes niveis troficos: Lemna minor, Azolla caroliniana e Wolffia
brasiliensis (produtores), Pomacea canaliculata e Macrobrachium acanthurus
(consumidores primarios), Xiphophorus maculatus e Hyphessobrycon eques
(consumidores secundarios). O trabalho buscou mensurar as variaveis de qualidade
de agua: pH, temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido durante os
ensaios, e verificar quais das espécies testadas pode ser o melhor bioindicador de

contaminacao de ambientes aquaticos para clorpirifos.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O Brasil aparece em 44° posigdo em um ranking da Organizacao das Nacoes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) sobre uso de defensivos agricolas.
Segundo os dados da entidade, o consumo relativo no pais foi de 4,31 quilos de
defensivos por hectare cultivado em 2016. Em 2019, 42 defensivos agricolas foram
registrados, desse total, apenas um produto traz um ingrediente ativo novo (DIARIO
OFICIAL DA UNIAO- DOU, 2019; MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO- MAPA, 2019a).

O clorpirifés € um inseticida do grupo dos organofosforados utilizado em
culturas como café, tomate, citrus, milho, soja, algoddo, trigo e pastagens
(OUROFINOAGRO, 2018). O principal mecanismo de acdo dos organofosforados é
inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase (AchE) ocasionando a morte do
organismo (CHEREMISINOFF; KING, 1994).

O clorpirifés ndo estd na lista de concentragcbes maximas permitidas de
agrotoxicos para as cinco classes de 4guas doces da Resolucdo CONAMA n° 357 de
2005. O limite de concentracdo permitida do inseticida é mencionado apenas nos
parametros para agua de consumo humano na Portaria de Consolida¢do n° 5 de 2017
do Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; BRASIL, 2005).

Os organismos aquaticos sdo espécies ndo-alvos que acabam sofrendo as
mesmas consequéncias que as pragas de lavoura, por apresentarem o sistema
nervoso semelhante aos dos artrépodes. Espécies bioindicadoras sdo organismos
extremamente sensiveis a perturbac¢des por possuirem contato direto com os fatores
abidticos. Utilizar bioindicadores de diferentes niveis troficos possibilita o
conhecimento sobre a que nivel o contaminante interage com o organismo, e a que
nivel este € mais suscetivel a acdo do poluente. Torna-se assim essenciais para
elaborar estratégias eficazes que permitam recuperar a biodiversidade de
ecossistemas perturbados (ARIAS et al., 2007).

Portanto, espera-se que ao realizar testes de toxidade com bioindicadores de
diferentes niveis tréficos, utilizando um agrotdéxico ndo mencionado na Resolucdo
CONAMA 357/2005, torne esta pesquisa de grande valia para a legislacéo brasileira
rever os padrbes exigidos acerca da qualidade de aguas doces, e quais as

consequéncias causadas pelo clorpirifds em organismos aquaticos néo-alvos.
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3 OBJETIVOS

i) Determinar a toxicidade aguda (CI50), e a classificacdo ecotoxicolégica do
inseticida clorpirifos para as macroéfitas aquaticas Lemna minor, Azolla caroliniana e

Wolffia brasiliensis.

i) Determinar a toxicidade aguda (CE50), e a classificacdo ecotoxicolégica do

inseticida para o caramujo Pomacea canaliculata.

iii) Determinar a toxicidade aguda (CL50), e a classificacdo ecotoxicologica do

inseticida para o camarao Macrobrachium acanthurus.

iv) Determinar a toxicidade aguda (CL50), e a classifica¢do ecotoxicoldgica do
inseticida para os peixes Xiphophorus maculatus e Hyphessobrycon eques.

v) Mensurar as variaveis de qualidade de agua: potencial hidrogenibnico,

temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido durante os ensaios.

vi) Verificar quais das espécies nao alvos testadas pode ser considerada como

o melhor bioindicador de contaminacdo de ambientes aquaticos por clorpirifés.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 AGROTOXICOS: DEFINICAO E ASPECTOS LEGAIS

O Brasil esta entre os maiores produtores agropecuarios do mundo e o segundo
pais que mais exporta esses produtos, desempenhando um importante papel na
economia local. As extensas areas de plantio e o clima com altas temperaturas,
proporcionou que o Brasil fosse um dos maiores consumidores de agrotoxicos no
mundo. Para manter a producdo, este setor utiliza de sementes transgénicas e
insumos quimicos, como agrotéxicos. (PIGNATI et al., 2017).

A palavra “agrotoxico” € o termo legal definido pela Lei Federal n° 7.802, de 11
de julho de 1989, também conhecida como “Lei dos agrotoxicos”. Segundo a lei, s&o
considerados agrotoxicos e afins os produtos quimicos utilizados nos setores
agricolas capazes de alteracdo a composicao da fauna e flora, preservando-as da
acdo danosa dos seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 1989).

No entanto, os termos pesticidas, praguicidas e defensivos agricolas também
sao utilizados. A palavra estad associada ao setor que a emprega, por exemplo, as
empresas que comercializam agrotéxicos preferem utilizar o termo “defensivos
agricolas”, pois na visao deles os produtos séo utilizados com o objetivo de proteger
a producdo agricola (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA- ANVISA,
2018a).

Por meio do inciso IX, Artigo 1° do Decreto Federal n°® 6.099/2007, foi delegada
ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
ligado ao Ministério do Meio Ambiente, a competéncia para realizar a analise, registro
e controle de agrotoxicos, seus componentes e afins. No setor do meio ambiente, o
IBAMA estabelece quais sdo os critérios necessarios a serem tomados no uso de
agrotoxicos, por meio das caracteristicas e comportamento de cada produto e suas
consequéncias em diferentes compartimentos ambientais (BRASIL, 2007,
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS- IBAMA, 2016).

Em junho de 2019, o Diério Oficial da Unido (DOU), publicou sobre o ato n° 42
que traz o registro de 42 agrotoxicos, sendo apenas um com ingrediente ativo novo.
Da lista, 29 dos produtos possuem ingredientes ativos ja autorizados no Brasil, 0

restante sdo produtos genéricos com acao inseticida (DOU, 2019; MAPA, 2019b).
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A justificativa para a liberacdo dos novos produtos estaria na diminuicdo dos
custos de producéo e preco dos agrotoxicos aumentando a concorréncia no mercado.
Nos ultimos trés anos, medidas desburocratizantes foram implementadas nos trés
orgaos, aumentando a velocidade no registro de novos agrotoxicos (MAPA, 2019b).

A historia do desenvolvimento agropecuario no Brasil € marcada por momentos
de grande imprudéncia e catastrofes ambientais pelo uso inadequado de agrotoxicos.
No entanto, a agricultura sustentavel em larga escala ainda é vista como um desafio
para o Brasil, mesmo com a descoberta de produtos menos agressivos, avancgos na
reducao e fabricacdo de inseticidas e com 0 manejo integrado de pragas e doencas
de lavouras (CARVALHO; PIVOTO, 2011).

As plantas daninhas, insetos, fungos, bactérias e roedores, resultam em danos
as lavouras. Estes fatores adversos sdo 0s responsaveis para o empobrecimento da
qualidade dos alimentos, que por consequéncia refletira no aumento de preco,
aumentando também na dependéncia de alimentos importados. O armazenamento de
grandes estoques de graos pode encontrar-se impréprios ao consumo, caso hao
ocorra o controle com agrotoxicos, evitando danos desde a colheita até a estocagem
(GODOQY; OLIVEIRA, 2004).

Os agrotéxicos possuem diversas classes agrondmicas de acordo com sua
funcao: inseticidas (controlar insetos), acaricidas (acaros), nematicidas (nematoides),
fungicidas (fungos), herbicidas (plantas daninhas), reguladores de crescimento,
rodencidas (roedores) (ANVISA, 2018a; BARBOZA, 2018).

42 O USO DE INSETICIDAS ORGANOFOSFORADOS NA PRODUCAO
AGROPECUARIA

Em meados da década de 1944, devido ao aumento da producdo agricola
influenciada pela Segunda Guerra Mundial, os organofosforados (OP’s), surgiram
como um meio de substituicdo para os organoclorados, que até entdo possuiam maior
toxidade, tendo o Paration como principal representante. Por apresentar elevada
eficacia e devido sua baixa persisténcia ambiental, os OP’s correspondem a 34% das
vendas mundiais para o controle de insetos em residéncias e na producéao agricola
(SHAPIRO et al., 2016, ALFONSO et al.; 2017,).

Os OP’s, sao um grupo de compostos quimicos utilizados na agropecuaria. Seu

uso pode levar a intoxica¢des acidentais em animais e humanos. Dentre os diversos
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efeitos causados pelos Op’s, sua principal caracteristica toxica € a causa de
insuficiéncia cardiorrespiratéria por comprometimento do sistema nervoso autbnomo
(CAVALIERE, 1996).

Os OP’s séo ésteres de acido fosférico e seus derivados. A estrutura quimica
geral de um organofosforado (Figura 1) se resume a um atomo central de fosforo (P)
e ligacbes caracteristicas que envolvem um grupo fosforila (P = O), ou um grupo
tiofosforila (P = S) ou um grupo selenofosforila (P=Se) (ELERSEK; FILIPI, 2011).

Figura 1- Estrutura geral dos Organofosforados
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Fonte: ElerSek e Filipi (2011).

Os Op’s apresentam um largo campo de aplicagdes, pois sua estrutura quimica
permite diversos modos de acao cuja principal funcédo € a interacdo e inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) de insetos, causando sua inativacao. Seus efeitos
toxicos sdo mais agudos para mamiferos podendo concentrar-se no tecido adiposo
(COUTINHO et al., 2005, SANTOS et al., 2007).

Dentre o0s produtos utilizados como inseticidas, 0Ss compostos
organofosforados, foram e ainda sédo importantes para as atividades agricolas em todo
o mundo, constituindo uma familia muito diversificada de produtos quimicos. Os
organofosforados foram banidos da agricultura na Unido Europeia e nos Estados
Unidos devido sua alta toxicidade (BARBOZA, 2018).
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4.3 AROTA DOS AGROTOXICOS NO MEIO AMBIENTE

O destino final dos agrotoxicos no ambiente é influenciado por diversos
processos quimicos, fisicos e bioldgicos, tais como: retencéo (sor¢ao), transformacéo
(degradacao biolégica e decomposicdo quimica), transporte (deriva, volatilizacao,
lixiviagcdo e carreamento superficial), e por interacdes desses processos. Além desta
variedade de processos, as diferencas nas estruturas e propriedades das substancias
quimicas e nas caracteristicas e condi¢cdes ambientais, também afetam o processo de
destino e degradacdo dos agrotoxicos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA- EMBRAPA, 2018).

Os agrotoxicos sao principalmente transportados a jusante dos campos
agricolas para as aguas superficiais, por meio do escoamento superficial e interno.
Agrotéxicos altamente sollUveis em agua s8o0 mais propensos a serem movidos
durante a chuva ou irrigacdo. No entanto, os produtos adsorvidos nos compartimentos
do solo também podem ser movidos por meio de movimentos suspensos de particulas
e sedimentos durante eventos de chuvas intensas (WAUCHOPE et al., 2004).

Os agrotoxicos atingem corpos d'agua superficiais e subterraneos a partir de
fontes de contaminacéo difusa e pontual. A contaminacado difusa por agrotoxicos é
responsavel pela deteccdo generalizada de baixa concentracdo de agrotoxicos,
enquanto as fontes pontuais resultam na deteccdo de alta concentracdo de
substancias. Existem inUmeras maneiras dos agrotoxicos atingirem e contaminarem
os corpos d'agua superficiais (VRYZAS, 2018).

De acordo com Moreira et al. (2012), a detec¢cdo de residuos de agrotoxicos
em coletas de agua de chuva, evidencia uma importante via de contaminacao
ambiental caracterizada pela volatilizacdo dos agrotéxicos utilizados no meio rural.
Sua acumulacdo ocorre em formacdes plumbeas, transporte pelo vento e
precipitacdo. Agrotdxicos em aguas de chuvas indica uma contaminacéo atmosférica
que afeta areas ndo cultivadas, como os centros urbanos, tornando a extensado de
possiveis impactos ou riscos sobre a saude ambiental de dificil mensuracéao.

Além da quantidade da &gua de irrigacdes e chuvas que movem na superficie
e pelo interior do perfil do solo, a composicao das populagbes de microrganismos no
solo, presenca ou auséncia de plantas, localizagdo topografica da regiao e praticas de
manejo dos solos também afetam o movimento e o destino de agrotoxicos no

ambiente, atingindo aguas subterraneas e superficiais (EMBRAPA, 2018).
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A aplicacao por pulverizacédo, o plantio de sementes revestidas com agrotoxicos
e a dispersao do vento levam a contaminacdao direta das aguas superficiais (Figura 2).
A dissipacao de agrotdxicos no meio aquoso varia nas condi¢des de temperatura, pH,
luz solar, presenca de matéria organica dissolvida, material em suspenséo, algas,

zooplancton, peixes e microrganismos (VRYZAS, 2018).

Figura 2- Via de entrada dos agrotdxicos no meio ambiente aquatico e mobilizacéo
a partir do solo.
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Fonte: Dores e De-Lamonica-Freire (1999).

4.4 ACAO DOS ORGANOFOSFORADOS NOS SERES VIVOS

Os organofosforados intoxicam desde insetos a mamiferos principalmente pela
fosforilacdo da AChE nas terminac¢des nervosas. A enzima € critica para o controle
normal da transmissdo do impulso nervoso das fibras nervosas para as células
musculares e glandulares, e também para outras células nervosas nos ganglios
automaticos e no cérebro (CHEREMISINOFF; KING, 1994).
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Em doses suficientes de organofosforados, a perda da funcdo enzimatica
permite o acumulo de acetilcolina (ACh, a substancia transmissora do impulso) nas
juncbes neuromusculares colinérgicas (efeitos muscarinicos), nas juncdes
esquelético-musculo-esqueléticas e nos ganglios autonémicos (efeitos nicotinicos) e
no cérebro (CHEREMISINOFF; KING, 1994).

No cérebro, altas concentracbes de ACh acumuladas nas fendas sensoriais
causam distlrbios sensoriais e comportamentais. A depresséo das respiracées e 0
edema pulmonar s&o as causas habituais de morte por intoxicagdo por
organofosforados. A recuperacdo depende, em ultima instancia, da geracdo de novas
enzimas em todos os tecidos criticos (CHEREMISINOFF; KING, 1994).

Os principais grupos de agrotoxicos responsaveis pela inibicdo da AChE séo
os organofosforados e carbamatos. A AChE vem sendo testada como biomarcador da
presenca de contaminantes no meio ambiente por meio de organismos nao alvos. Os
organofosforados e carbamatos estdo entre os inseticidas mais utilizados
mundialmente (VIDAL, 2011).

Pesquisadores observaram que os organofosforados sdo capazes de induzir
humanos e animais a uma miopatia caracterizada pela degeneracdo de células
musculares, comprometendo sobretudo a musculatura respiratoria. Disturbios
neuroldgicos, necrose de neurdnios e atrofia da camada molecular do cértex parietal
foram alguns dos efeitos notados em mamiferos intoxicados por organofosforados
(PEREZ et al., 2006; CAVALIERE et al., 2018).

Evidencias comprovam que exposicdes decorrentes a organofosforados
ocasionam a Neuropatia Periférica e a Doenca de Parkinson. O tratamento com
atropina pode ser eficaz na maioria dos casos de exposicdo a agentes
anticolinesterasicos, no entanto, em alguns casos os efeitos provocados pela
intoxicacdo sao irreversiveis (BARTH; BIAZON, 2010).

A exposicdo ao clorpirifés também pode provocar o desenvolvimento de
tumores mamarios com uma expressao reduzida de receptores de esteroides. O
clorpirifés é capaz de afetar os niveis de mRNA de no tecido mamario atuando como
um fator de risco para cancer de mama (VENTURA et al., 2019).

Sawickia et al. (2019), confirmaram que o inseticida clorpirifés pode interferir
no metabolismo da vitamina D3 nas células da pele. Os resultados também revelaram
gue a exposicao ao clorpirifés induz a expressdao no mRNA e o nivel de proteina do

receptor nuclear.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0048357518305212#!
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/proteins
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4.5 CLORPIRIFOS: UM ORGANOFOSFORADO COM ATOMOS DE CLORO

O clorpirifés (O,0-dietil-O-3,5,6-tricloropiridin-2-piridinilfosforotioato) (Figura 3),
é classificado como inseticida, formicida e acaricida do grupo dos organofosforados
de ampla utilizag&o, correspondendo a classe Il da classificacao toxicologica (Quadro
1). Sua aplicagéo é feita na regido foliar das culturas de algodéo, batata, café, cevada,
citros, feijdo, maca, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate e trigo. Também pode ser
aplicado em bananeiras (saco para protecéo do cacho), no solo nas culturas de batata
e milho, e no controle de formigas (ANVISA, 2018b; FLASKOS, 2012).

Figura 3- Estrutura molecular do clorpirifés
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Fonte: ANVISA (2018b).

Quadro 1- Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do inseticida

clorpirifos
0,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl
Nome Quimico (IUPAC)
phosphorothioate
Numero do CAS 2921 -88 -2
Fomula quimica C9H11CI3NO3PS
Massa molecular (g mol-1) 350.58
Solubilidade em agua a 20°C 1.05
Ponto de degradacéao (°C) 170

Fonte: Pesticide Properties Data Base (2018).
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Segundo Centner (2018), peticdbes submetidas a Environmental Protection
Agency (EPA) tém procurado cancelar os registros de clorpirifés e revogar suas
tolerancias nos alimentos, devido aos efeitos adversos a saude das pessoas. Sob as
leis federais americanas, as tolerancias para residuos quimicos de agrotdxicos nos
alimentos devem fornecer uma certeza razoavel de que nenhum dano resultara da
exposicao agregada de uma pessoa.

As reivindicacdes dos peticionarios sdo analisadas de acordo com os requisitos
legais para discernir se a EPA tinha uma base racional para a emissao da sua ordem
de 2017, negando os pedidos de cancelamento de registros e revogacao de
tolerancias. As evidéncias cientificas consideradas pela EPA indicaram que as
tolerancias existentes nao protegem as pessoas contra niveis inseguros de clorpirifés
(CENTNER, 2018).

No Brasil, em 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por
meio da Resolucdo - RDC n°226, de 28 de setembro de 2004, considerou reavaliar a
legislacéo do organofosforado clorpirifés, estabelecida pela Resolu¢do-RDC n° 135,
de 17 de maio de 2002 (ANVISA, 2004).

Com as novas mudancas, a resolucdo proibe o uso do ingrediente ativo
organofosforado clorpirifés em formulagcdes de saneantes domissanitarios. As
empresas detentoras do registro de saneante domissanitario, para manterem suas
marcas comerciais precisaram apresentar uma peticdo de modificacdo a ANVISA com
a substituicdo do organofosforado clorpirifés na férmula original, e que no rétulo
fossem gravados em destaque os dizeres “NOVA FORMULA” (ANVISA, 2004).

Em 2012, cientistas publicaram que o clorpirifés est4 associado a potenciais
riscos ao desenvolvimento neurolégico. Os estudos comprovaram comportamentos
autistas a exposicdes pré-natais ao inseticida organofosforado clorpirifés
(LANDRIGAN; LAMBERTINI; BIRNBAUM, 2012).

4.6 CLORPIRIFOS NA NATUREZA

A Resolugao n°® 357 de marco de 2005 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA), estabelece a classificacdo dos corpos hidricos conforme suas
caracteristicas e os padrdoes necessarios para o langcamento de efluentes (BRASIL,
2005).


https://www.diariodasleis.com.br/legislacao/federal/65355-proibe-o-uso-de-organofosforado-clorpirifus-em-formulaues-de-desinfestantes-domissaniturios.html
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As aguas doces possuem cinco classificacfes. A classe especial classifica-se
as aguas para consumo humano, apds desinfeccdo e para a preservacdo das
comunidades e ambientes aquaticos. A classe | corresponde as aguas de recreacao
de contato primério, irrigagdo de hortalicas de consumo cru e protecdo de
comunidades aquaticas. Na classe IlI, para recreacdo de contato primario e
preservacdo de comunidades aquaticas. A classe lll para irrigacdo de culturas
arbéreas, pesca amadora e dessedentacdo de animais e a classe IV para navegacao
e paisagismo (BRASIL, 2005).

Sobre as condicfes e padrdes de qualidade, a Resolucdo CONAMA 357/2005
determina quais séao os padrdes de qualidade de agua para cada categoria e quais 0s
limites que devem ser respeitados de acordo com cada tipo de substancia. Porém,
nos parametros organicos e inorgéanicos, o clorpirifos ndo esta presente dentre a lista
dos limites permitidos para cada tipo de agrotéxico em nenhuma das classes de aguas
(BRASIL, 2005).

No entanto, a Portaria de Consolidacéo n° 5 de setembro de 2017 do Ministério
da Saude, estabelece um padrdo de potabilidade para substancias quimicas que
representam risco a saude humana, dentre os parametros o clorpirifés esta presente
na lista de agrotéxicos com o limite de concentracédo permitido de 0,030 mg. L%, para
agua de consumo humano (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Pesquisas realizadas nas cidades de Lucas do Rio Verde e Campo Verde, em
Minas Gerais, Moreira et al. (2012), verificaram a presenca do clorpirifés em diferentes
compartimentos naturais de agua. Em amostras de aguas superficiais detectaram
clorpififés na concentracdo de 0,00012 mg. L*. Em pocos artesanais, amostras na
concentracédo de 0,00004 mg. L foram detectadas. Concentracdes de até 0,00088
mg. L de clorpirifés também foram detectados em amostras de agua de chuva.

Pereira et al. (2016), avaliaram a concentracao de pesticidas agricolas na agua
subterranea do Aquifero Furnas, na regido dos Campos Gerais, em Ponta Grossa,
PR. Além de outros agrotoxicos, detectaram a presenca de clorpirifés na concentracdo
de 0,009 mg. L1,

Em analise de sedimento de fundo do rio Cuiabd, importante tributario do rio
Paraguai, cuja bacia é de grande importancia por agasalhar o Pantanal, Possavatz et
al. (2014), detectaram a presenca de clorpirifés na concentracdo de 0,0085 mg. L.
Silva e Cerejeira (2012), analisaram aguas superficiais coletadas em Alverca do
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Campo e no rio Almonda em Portugal. Nas amostras, detectou-se clorpirifés na
concentragdo de 0,033 mg. L.

Nos Estados Unidos, por meio de um sistema de monitoramento de aguas
superficiais, as estimativas das concentracdes de clorpirifos durante todo o periodo
1992 e 2011 foram de 0,000005, 0,0000066, 0,0000214 e 0,0000852 mg. L*
(MOSQUIN; ALDWORTH; POLETIKA, 2015). Em Bangladesh a maior medida em
aguas doces superficiais foi de 0,009 mg. L™ de clorpirirfés (SUMON et al., 2018). Em
rios espanhois foram encontradas concentracdes de 0,000036 mg. L de clorpirifés
(VERA et al., 2018).

Pesquisas constaram que as concentragdes da maioria dos OP’s na agua e
nos sedimentos do rio Volturno, na Italia e de seu estuario foram inferiores aos valores
indicados em pesquisas anteriores. Porém a concentragdo média de clorpirifos foi de
0.0054 mg. L1, no rio Volturno e no estuario, considerado alto, mostrando que a
integridade ecologica do curso de agua do rio esta possivelmente em risco (TRIASSI
et al., 2019).

4.7 PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA

No Brasil, foram desenvolvidos parametros para mensurar a qualidade e os
padrbes exigidos das aguas de abastecimento publico de acordo com o seu uso. O
indice de Qualidade das Aguas (IQA) é o principal indicador qualitativo desenvolvido
para avaliar a qualidade da agua apos o tratamento convencional. Os parametros para
os célculos do IQA séo: temperatura da agua, pH, oxigénio dissolvido, residuo total,
demanda bioquimica de oxigénio, coliformes termotolerantes, nitrogénio total, fésforo
total e turbidez (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS- ANA, 2019).

Os resultados da avaliacdo do IQA devem levar em consideracdo o0s possiveis
usos para a agua avaliada. Por exemplo, um IQA com valores baixos, indica que a
dgua é de ma qualidade para abastecimento, mas essa mesma agua pode ser
utilizada em usos menos exigentes, como geracdo de energia, navegacao e
paisagismo (ANA, 2019).

A quantidade de oxigénio dissolvido (OD) esta entre os principais indices de
qualidade de agua. O OD é um fator essencial limitante para os processos de
manutencdo da vida aquatica e de autodepuracédo, tanto no despejo de efluentes

tratados quanto para os sistemas aquaticos naturais. As bactérias responsaveis no
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processo de degradacdo da matéria organica, necessitam consumir oxigénio durante
0S processos respiratorios, contribuindo para a diminuicdo da concentracao de OD no
meio aquaticos (COMPANHIA ESTADUAL DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
BASICO E CONTROLE DE POLUICAO DAS AGUAS- CETESB, 2019).

A queda da concentracdo de OD na agua é uma das principais causas de
mortalidade dos organismos aquaticos em ecossistemas deturpados, contribuindo
para a degradagao dos corpos d’agua. Contaminantes presentes em corpos hidricos,
reduzem a taxa metabodlica de organismos aquaticos, mas também aumenta a
captacdo critica de oxigénio, reduzindo a capacidade de manter a captacdo de
oxigénio constante (CETESB, 2019).

Valores de OD menores que 2,00 mg. L pertencem a uma condicdo chamada
hipoxia. A hipdxia representa condicbes perigosas para a sobrevivéncia dos
organismos aquaticos, muitas espécies nao resistem antes mesmo do ambiente entrar
em estado de hipéxia (CETESB, 2019).

De acordo com as normas da ABNT NBR 15088: 2016, as condi¢des ideais
para bioensaio e criacdes de peixes sdo de pH entre 5,0 a 9,0; temperatura entre 23
°C e 27 °C e oxigénio dissolvido de até 4,00 mg. L™X. Valores fora dos limites indicados
interfere nos resultados de testes com bioindicadores (ABNT, 2016).

Os sistemas de agricultura intensiva sé@o caracterizados pela intensa utilizacao
de tecnologia, que envolve a mecanizacgao e o alto uso de insumos como fertilizantes,
herbicidas e inseticidas. Nesses sistemas, 0 problema de erosédo pode ocorrer pelo
manejo inadequado do solo e a reposic¢ao insuficiente de carbono organico. Essas
condicbes favorecem a degradacéo fisica do solo, aumentando a contaminacéo das
aguas superficiais devido os sedimentos, nutrientes sollveis e particulados e dos
agroquimicos, reduzindo a disponibilidade de oxigénio dissolvido nas aguas
(MERTEN; MINELLA, 2002).

Em rios que sofrem constantes acGes degradantes, 0s peixes sdao
frequentemente expostos a um aumento da temperatura da &gua, devido ao
aguecimento global. Pesquisas mostraram que altas temperaturas causam alteracoes
comportamentais e fisiolégicas em organismos aquaticos. Portanto, aguas que sofrem
aumento na temperatura, agravam os efeitos de agrotdéxicos em peixes no nivel
molecular e celular, como efeitos genotdxicos (taxa de micronucleos) e danos
celulares irreversiveis das branquias e figado (apoptose, inflamacéo, necrose)
(JACQUIN et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/river
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4.8 ORGANISMOS BIOINDICADORES

Os organismos bioindicadores sdo aqueles capazes de indicar as mudancas
ambientais causadas por acbes antropicas. Os bioindicadores possuem
relacionamento direto com elementos abioticos, tornando-se altamente sensiveis as
perturbacdes humanas. Estresses ambientais sdo oriundos de ac¢des antropogénicas,
podendo ser descrito como um estado que demanda energia para “tamponar” os seus
efeitos levando a desestabilidade de funcdes regulares dos organismos (BAGLIANO,
2012).

O emprego de diferentes bioindicadores abrangendo distintos niveis de
organizagdo biolégica possibilita o conhecimento sobre a que nivel o contaminante
interage com o0 organismo, e a que nivel este € mais suscetivel a acdo do
contaminante. Os resultados de pesquisas com bioindicadores, sdo essenciais para
tracar estratégias eficazes que permitam recuperar a biodiversidade dos ecossistemas
aquéaticos (ARIAS et al., 2007).

Em funcdo da grande heterogeneidade fisica dos ecossistemas, Arias et al.
(2007), afirmam que se deve utilizar os bioindicadores mais presentes em um
ecossistema a ser estudado. Exemplo: utilizar a comunidade de peixes seria uma
metodologia mais adequada para grandes rios, pois estes apresentam em geral
misturas complexas de contaminantes, portanto, a alta especificidade de respostas
dos bioindicadores torna-se mais eficiente.

Em rios de pequena dimens&o, a fauna de macroinvertebrados pode ser
extremamente rica, enquanto que a fauna de peixes pode néo ser suportada, e em
geral seus representantes sao de pequeno porte, o que dificulta os testes com 0s
bioindicadores disponiveis (ARIAS et al., 2007).

A eliminacdo de compostos xenobidticos (compostos quimicos estranhos),
dependem dos processos de metabolismo e excrecdo. Estes compostos sédo
persistentes quando esses processos ndo funcionam adequadamente. Isto pode
ocorrer por varias razbes: 0s processos sao ineficazes, os compostos estao ligados a
outras moléculas de tal forma que eles nédo estédo disponiveis para 0 metabolismo ou
as taxas de metabolismo e eliminacdo simplesmente ndo podem lidar com as taxas
de absorcao (LIVINGSTONE, 1992).

Pensa-se que estes processos evoluiram para auxiliar a desintoxicacdo de

xenobioticos lipofilicos de ocorréncia natural. Eles variam muito entre espécies e
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diferentes grupos de organismos, por exemplo, invertebrados aquaticos em
comparacao com vertebrados. Consequentemente, produtos quimicos particulares
podem ser persistentes em algumas espécies, mas ndo em outras. Exemplo: muitos
hidrocarbonetos séo fortemente persistentes em invertebrados aquéticos, mas
geralmente muito menos em vertebrados aquaticos (LIVINGSTONE, 1992).

Segundo Brogan e Relyea (2017), entender os processos que regulam o0s
impactos dos contaminantes na natureza é um desafio cada vez mais
importante. Para agrotoxicos em aguas superficiais, a capacidade das plantas
aguaticas sorverem ou se ligarem a compostos hidrofébicos, foi identificada como um
mecanismo primario pelo qual a toxicidade pode ser mitigada (isto é, o modelo
baseado na sorgéo).

No entanto, pesquisas recentes mostram que plantas submersas também
podem mitigar rapidamente a toxicidade de inseticidas menos hidrofébicos via
hidrolise alcalina (isto €, 0 modelo baseado em hidrdlise) impulsionado pelo aumento
do pH da agua resultante da fotossintese. Porém, ainda ndo se sabe quao
generalizaveis sdo esses mecanismos de mitigacdo entre a ampla variedade de
inseticidas, e se € possivel determinar regras gerais sobre quais tipos de produtos
guimicos podem ser mitigados por cada mecanismo (BROGAN; RELYEA, 2017).

Utilizar bioindicadores em pesquisas de qualidade de agua possuem maiores
vantagens comparado apenas com o0s parametros fisicos e quimicos. Os
bioindicadores sdo mais eficazes e rapidos na obtencdo de resultados, possuem
menor relacdo de custo beneficio e sdo mais suscetiveis a uma ampla variedade de
estressores nos ecossistemas. Pesquisas com organismos biondicadores em analises
de qualidade de &agua, permite uma avaliacdo acerca do funcionamento de um
determinado ecossistema contribuindo para um monitoramento ambiental em larga
escala (QUEIROZ; TRIVINHO-STRIXINO; NASCIMENTO, 2000).

Utilizar estudos com bioindicadores aquaticos tornou-se uma maneira
inteligente de avaliar a maneira com que os contaminantes podem afetar direta ou
indiretamente a qualidade dos corpos d’agua. Compreender a atuacdo de
contaminantes em diferentes organismos, contribui para a importancia de preservar e
conservar 0s ecossistemas mantendo o equilibrio ambiental (SILVA-DE-SA et al.,
2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080418742500070#!
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4.9 EFEITOS DO CLORPIRIFOS EM ORGANISMOS BIOINDICADORES

Estudos em animais demonstraram o efeito de potencializagéo quando dois ou
mais organofosforados sdo absorvidos simultaneamente: enzimas criticas para a
degradacéo de um sdao inibidas pelo outro, além de certos organofosforados que séao
excepcionalmente propensos ao armazenamento em tecido adiposo, prolongando a
necessidade de um antidoto, pois, 0 pesticida armazenado € liberado de volta as
circulagcdes (CHEREMISINOFF; KING, 1994).

A AChE é uma enzima do tipo serina hidrolase, cuja principal funcdo € modular
a neurotransmissao nas sinapses colinérgicas, sendo, portanto, o alvo primario de
alguns agrotéxicos e metais pesados. Sua inibicdo em organismos aquaticos tem sido
utilizada como um indicador da presenca desses contaminantes em corpos d'agua. A
AChE é considerada como um biomarcador confidvel de exposicdo a agrotoxicos,
embora em moluscos essa atividade seja frequentemente muito baixa ou indetectavel
(De ARAUJO et al., 2018; SOLE et al., 2018).

Estudos indicaram efeitos toxicos do clorpirifés em concentracdes ambientais
na espécie de planta aquatica Potamogeton pusillus. Foram analisadas diversas
respostas bioquimicas incluindo bioacumulacéo, defesa e biomarcadores de danos. A
resposta do biomarcador foi observada na concentragdo de 0,0000000035 mg. L
de clorpirifés. Os resultados mostraram que este inseticida promove estresse
oxidativo e danos biomoleculares em P. pusillus ap6s uma exposi¢cdo aguda. O
estresse oxidativo foi evidenciado por uma ativacdo enzimatica antioxidante e uma
diminuicao significativa no teor de pigmentos nas folhas (BERTRAND et al., 2017).

Raymundo et al. (2019), testaram a sensibilidade de crustaceos claddceros das
espécies Ceriodaphnia silvestrii, Diaphanosoma birgei, Daphnia laevis, Moina micrura
e Macrothrix flabelligera ao clorpirifés. As concentracdes letais que causaram morte
em 50% (CL50) dos individuos de cada espécie, foi de respectivamente 0,000039,
0,000211, 0,000216, 0,000463 e 0,000619 mg. L* de clorpirifés.

Estudos realizados em adultos do crustaceo Daphnia magna, revelaram que a
espécie exposta nas concentracées de 0,00005 e 0,00025 mg. L de clorpirifés,
apresentou alteragbes enzimaticas provocando mudangas comportamentais, como
dificuldade de natac&o. Notou-se uma relacao entre as modificacbes enzimaticas e as
respostas comportamentais causadas pela exposi¢ao ao clorpirifés (FERRARIO et al.,
2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acetylcholinesterase
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Banaee et al. (2019), submeteram a espécie de crustaceo Astacus
leptodactylus para testes toxicolégicos, comparando a toxidade dos agrotoxicos
clorpirifés e glifosato. Os valores de CL50 de clorpirifés para A. leptodactylus foi de
0,04955 + 0,0046 mg. L1, enquanto que para glifosato a CL50 foi de 7,83 + 0,50 mg.
L. Estes resultados mostram que o clorpirifés é mais téxico que glifosato para esta
espécie de crustaceo, levando-o a um colapso da homeostase celular.

Silva e Cerejeira (2014), analisaram a toxidade de clorpirifés em diferentes
organismos. Em algas, notaram que a concentracdo que causou inibicdo em 50%
(CI50) dos exemplares de algas, foi de 0,48 mg. Lt de clorpirifés. O crustaceo Daphnia
sp., apresentou CL50 de 0,0017 mg. L. J& para os peixes, a CL50 foi de 0,002 mg.
Lt de clorpirifés.

Zhao e Chen (2016), testaram a toxidade do clorpirifdcs em diferentes
bioindicadores. A CI50 das algas Chlorella sp., Dunaliella tertiolecta e Isochrysis
galbana, foram de respectivamente 1,29, 0,769 e 0,138 mg. LX. J& nos crustaceos
Daphnia ambigua, Palaemon macrodactylus e Rhepoxynius abronius, a CL50 foi de
0,000035, 0,000050 e 0,000099 mg. L de clorpirifos.

Os caramujos da espécie Planorbarius corneus, foram submetidos as
concentracées de 0,0004 e 0,005 mg. L de clorpirifés por 14 dias. Parametros de
reproducdo, e das enzimas B-esterases e gutationa S-transferase foram estudados.
O inseticida induziu uma diminuicdo nas eclosdes e na sobrevivéncia dos filhotes. O
biomarcador mais sensivel foi a atividade de carboxilesterase. A exposi¢ao subcrdnica
ao clorpirifés pode causar um declinio na espécie Planorbarius corneus
(RIVADENEIRA et al., 2013).

Em peixes da espécie Oreochromis niloticus, observou-se a CL50 em 0,098
mg. L de clorpirifés, provocando inibicdo da AChE, induzindo ao estresse oxidativo
e prejudicando na sintese de horménios esteroides em peixes. Os niveis de
testosterona e estradiol foram menores que os peixes do grupo controle (ORUC,
2010).

Em concentracdes 0,025 e 0,050 mg. L de clorpirifés, a espécie de peixe
Cyprinus carpio apresentou mudancas significativas em todos os parametros
bioquimicos do sangue, diminuindo as atividades da AChE no plasma, em
comparacao com os grupos controle (HATAMI; BANAEE; HAGHI, 2019).

Na espécie de peixe Acanthochromis polyacanthus exposta ao clorpirifos,

notaram a inibicdo da AChE e das atividades musculares nas concentracoes de 0,001,
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0,01 e 0,1 mg. L do inseticida, provocando estresse oxidativo no figado. JA em
Poecilia reticulata, nas concentragées de 0,00002 e 0,002 mg. L' de clorpirifés,
afetaram o comportamento de acasalamento, o numero de descendentes e a
sobrevivéncia da prole (BOTTE et al.; 2012, De SILVA; SAMAYAWARDHENA, 2005).

Nos peixes espinhosos da espécie Gasterosteus aculeatus, notou-se que apos
exposicado ao clorpirifés nas concentracdes de 0,00175 e 0,00088 mg. L, o pesticida
induziu um potencial genotoxico. Além disso, na maior concentragédo de clorpirifos,
uma desestabilizacdo precoce da imunidade inata foi observada. Este estudo
destacou a utilidade do estresse nas respostas para melhor entender o impacto dos
contaminantes na saude do organismo (MARCHAND et al, 2017).

Alevinos da espécie Lates calcarifer, foram expostos ao clorpirifés,
apresentando CL50 de 0,0011 mg. Lt. O clorpirifés afetou a atividade da enzima
esterase, da superoxido dismutase e da malato desidrogenase em concentracdes
sub-letais, induzindo a alteracBes histopatoldégicas nas branquias e nos olhos,
afetando a respiragéo e a deficiéncia visual (MARIGOUDAR et al., 2018).

Os peixes da espécie Cyprinus carpio, foram expostos a duas concentracdes
subletais de clorpirifés (0,040 e 0,080 mg. L). Nestas concentracdes, observaram
gue houve uma diminuicdo significativa na contagem de glébulos vermelhos, na
concentracdo de hemoglobina e nivel de hematécrito. Houve um aumento na
contagem de globulos brancos dos peixes tratados com clorpirifés (YONAR, 2018).

Em juvenis de uma espécie de peixe bagre (Clarias gariepinus), testaram
concentragées de 0,40, 0,55, 0,70 e 0,85 mg. L de clorpirifés, resultando na CL50 de
0,30 mg. L'1. Apés os ensaios, analises hematoldgicas foram realizadas, revelando
que as concentracfes induziram ao estresse oxidativo e alteraram o0s niveis
hematoldgicos na espécie (ADEWUMI et al., 2018).

A enzima Carboxilesterases (CEs), exortam varios papéis fisioldgicos, mas
também respondem a agrotéxicos. A sensibilidade ao clorpirifés, foi avaliada no
molusco Ruditapes decussatus. Observou-se que a atividade da CEs em moluscos é
uma boa alternativa a atividade da AChE, que é um biomarcador tradicionalmente
usado em programas de monitoramento de pesticidas. Isto é apoiado pela baixa
atividade de AChE neste tipo de mexilhdo, e pela alta taxa de hidrélise de CEs
juntamente com sua alta afinidade com pesticidas OP’s (DE-ARAUJO et al., 2018;
SOLE et al., 2018).
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4.10 ORGANISMOS AQUATICOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DE TOXICIDADE

4.11 MACROFITAS (LEMNA MINOR, AZOLLA CAROLINIANA E WOLFFIA
BRASILIENSIS)

As Lemnas sdo macrofitas flutuantes pertencente a familia Lemnaceae. Séo
macréfitas comuns que geralmente cresce em @&guas tranquilas. Popularmente
chamada de “Lentilha d'dgua” ou “Erva-de-pato”, as Lemnas possuem altas taxas de
reproducdo nos mais variados ecossistemas aquaticos (APPENROTH et al., 2010).

A Lemna é considerada como um importante organismo bioindicador para
diversas organizacdes, principalmente por ser um dos primeiros organismos a serem
afetados pela poluicdo aquética, e por apresentarem acelerado crescimento e
reproducdo. Geralmente, a resposta da Lemna a contaminantes € avaliada por meio
de alteracBes nas taxas de crescimento das frondes (folhas) e raiz (KISS; KOVATS;
SZALAY, 2003).

A Azolla caroliniana € uma macrdfita flutuante pertencente a familia
Salviniaceae. A sua forma € muito reduzida e possui a capacidade de absorver o
nitrogénio do ar atmosférico por meio da simbiose com a alga Anabaena, que vive no
tecido das folhas (RUSCHEL, 1990).

Atualmente, as espécies do género Azolla tem sido mais utilizada como fonte
de nitrogénio e outros macro e micronutrientes na cultura arrozeira irrigada, como
aceleradora da decomposicdo da palhada do arroz, facilitando o melhoramento do
solo para o plantio subsequente. Ha registro do aumento de producao por influéncia
da introducéo da Azolla no cultivo de arroz em diversos locais (RUSCHEL, 1990).

Segundo Silva et al. (2012), a Azolla pode ser empregada no monitoramento
de herbicidas, devido a grande sensibilidade desse bioindicador na deteccdo desses
contaminantes amplamente utilizados, podendo ser usada em estudos
complementares de ecotoxicologia e monitoramento ambiental de agrotoxicos.

A familia das Lemnoideae é considerada as menores angiospermas,
sendo Wolffia o género com o menor tamanho de fronde e flores. S&o plantas de dificil
interpretacdo morfologica devido seu tamanho diminuto, e os termos utilizados para
descricéo, sdo em parte diferentes dos usados para outras plantas (PEREIRA; POTT,;
TEMPONI, 2016).

Quase todos os géneros de Lemnaceae sao relatados como tendo alto

potencial de fitorremediacéo, levando a sua extensa utilizacdo como um organismo
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para testes de toxicidade em diferentes aguas residuais municipais e industriais
contaminadas por metais. Possuem reproducdo e crescimento rapidos, reducao
microbiana e fitoplancténica e alto potencial de nutrientes e acumulo de metal. Estes
sao os fatores que desencadearam grande parte de pesquisas a utilizar géneros de

Lemnaceae, enfocando seu potencial de fitorremediacao (ALl et al., 2016).

4.12 CARAMUJO (POMACEA CANALICULATA)

O caramujo Pomacea canaliculata pertence ao Filo Mollusca e a classe
Gastropoda. Sua distribuicdo ocorre em toda a Bacia Amazénica Inferior e Bacia do
Prata, Sudeste do Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai. O caramujo também
invadiu partes do sul dos Estados Unidos (Texas e Flérida, até o centro de Ohio) e no
Havai (GHESQUIERE, 2005).

Sua dieta é composta por todos os tipos de plantas. Esta espécie passa seus
dias submersa ou escondida em vegetacao, € mais ativa a noite. A taxa de atividade
varia com a temperatura da agua. Como todas as espécies invasoras, 0 Pomacea
canaliculata tem o potencial para competir com espécies nhativas por recursos
limitados. Sua reproducéo é rapida e profusa (GHESQUIERE, 2005).

Esta espécie foi deliberadamente introduzida no Sudeste Asiatico por volta de
1980, subsequentemente sofreu uma rapida disperséo intencional ou acidental em
muitos paises da regido. Também foi introduzido na América do Norte e Central e no
Havai. Nesta contribuicdo, registrou-se a presenca de P. canaliculata na Patagonia,
avaliando a possivel influéncia da mudanca climatica no novo estabelecimento desta
espécie invasora (DARRIGRAN; DAMBORENEA; TAMBUSSI, 2011).

4.13 CAMARAO PITU (MACROBRACHIUM ACANTHURUS)

O camaréo de agua doce Macrobrachium acanthurus, € um crustaceo da ordem
Decapoda e familia Palaemonidade, classificado por Wiegmann em 1836, é
popularmente conhecido como “Pitu”. O M. acanthurus apresenta alta fecundidade
gue aumenta em funcdo do comprimento e do peso dos animais, fazendo com que a
espécie seja bastante adequada para fins comerciais (VALENTI; MELLO; LOBAO,
1989)


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/toxicity
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Segundo Albertoni, Palma-Silva e Esteves (2002), o M. acanthurus &
encontrado em varias regides da costa brasileira. No norte do estado do Rio de
Janeiro, verificaram que as fémeas sao encontradas em uma maior propensao perto
do oceano, os machos sdo encontrados em maior nUmero na regido mais interna e
em meio as macrofitas, sugerindo que a fecundacéo ocorre nesta area. As fémeas
entdo viajam para a area mais proxima do oceano para desovar.

Pesquisas realizadas com o M. acanthurus revelaram que a taxa de consumo
de oxigénio do camarao de agua doce varia de acordo com a temperatura e salinidade
da agua. As taxas respiratérias diminuiram com o aumento da salinidade, sendo esse
efeito mais acentuado em temperaturas mais baixas e praticamente ausente a 35,0
°C. Os dados sugerem que M. acanthurus tem a capacidade osmorregulacao,
mostrando que esta espécie é um conformador de oxigénio, com uma capacidade
muito limitada de suportar ambientes com baixas concentracdes de oxigénio (GASCA-
LEYVA; MARTINEZ-PALACIOS; ROSS, 1991).

4.14 PEIXES PLATY E MATO-GROSSO (XIPHOPHORUS MACULATUS E
HYPHESSOBRYCON EQUES)

O Xiphophorus maculatus, também conhecido popularmente como “Platy”, é
um pequeno peixe de agua doce ornamental da ordem Cyprinodontiformes, e da
familia Poeciliidae. O X. maculatus é nativo do México, Belize, Guatemala e Honduras.
Foi introduzido em pelo menos 18 paises e territérios, incluindo a Austrélia,
principalmente por causa da translocacdo e liberagdo mediada pelo homem
(FROESE; PAULY, 2007)

A temperatura € um fator ambiental que tem sido um assunto frequente de
estudos, uma vez que afeta direta ou indiretamente todos 0s organismos
vivos. Pesquisas com a determinacdo dos limites térmicos para X. maculatus,
constatou que o peixe foi afetado pela temperatura de aclimatacdo. Essa espécie
tropical € mais tolerante ao calor do que ao frio e ndo resistiria as baixas temperaturas
tipicas do inverno do sul do Brasil. O Platy pode se adaptar a ambientes naturais em
regides de temperaturas médias anuais em torno de 20 a 25°C, ou ser mantido em
aguarios com outras espécies ornamentais que preferem essa faixa de temperatura
(PRODOCIMO; FREIRE, 2001).
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A espécie de peixe Hyphessobrycon eques, popularmente conhecida como
“Mato-Grosso”, € uma espécie de peixe neotropical que habita a parte baixa da coluna
de 4gua, onde vive sempre em grandes cardumes. O H. eques possui uma grande
importancia econdmica por ser um peixe de pequeno tamanho, ornamental e de 4gua
doce, tornando-se a principal fonte de renda para as familias que utilizam da
comercializacdo do peixe como um meio de subsisténcia. Sendo sensivel as
mudancas em seu ambiente natural, o H. eques é um potencial bioindicador de
mudang¢as ambientais causadas por contaminantes (AGUINAGA et al., 2014; CRUZ
et al., 2016).

Pesquisas observaram que o H. eques € uma espécie em que ambos 0S sexos
apresentaram um coeficiente angular de relacdo peso e comprimento. Para as
fémeas, observou-se um longo periodo reprodutivo, com maior intensidade
reprodutiva de janeiro a junho. O longo periodo reprodutivo intensificado pela desova
parcial, notou-se maior proporcdo de fémeas, mostrando que a espécie possui
estratégias necessarias para a sobrevivéncia e rapido crescimento populacional,
comuns em pequenas espécies caracterizadas como estrategistas (SANTANA,;
TONDATO; SUAREZ, 2019).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DA REALIZACAO DOS ENSAIOS

Os ensaios de toxicidade aguda com os organismos nao alvos Lenma minor,
Azolla caroliniana, Wollfia brasiliensis, Pomacea canaliculata e Macrobrachium
acanthurus, foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia e Eficacia de
Agrotéxicos (LEEA) do Centro Universitario da Fundagdo Educacional de Barretos
(UNIFEB), Barretos - SP.

A realizac&o desta pesquisa foi previamente aprovada pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario da Fundagdo Educacional de
Barretos (UNIFEB), Barretos-SP, sob o Protocolo n° 02_20109.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651316301798#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651316301798#bib14
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651316301798#bib14

38

5.2 INSETICIDA UTILIZADO

O inseticida utilizado nos ensaios foi o clorpirifos (CAS n°2921-88-2) na
formulagédo comercial de 480 g. L.

5.3 Ensaios de toxicidade aguda com organismos nao-alvos

5.3.1 Ensaio de toxidade com macroéfitas (Lemna minor, Azolla caroliniana e

Wolfiia brasiliensis).

Os ensaios de toxicidade aguda para as macrofitas foram realizados de acordo
com os procedimentos do Guideline for testing of chemicals — Lemna minor Growth
Inhibition da Organizagéo para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico- OECD
(2002), adaptada para os ensaios com a A. caroliniana e W. brasiliensis, garantindo a
padronizacao dos resultados.

As macrdfitas foram aclimatadas em meio Hoagland’s, composto de agua
destilada reconstituida com nutrientes e pH 5,8. Os organismos foram mantidos em
sala com temperatura controlada de 24,0 £+ 1,0 °C, intensidade de luz de
aproximadamente 6.500 lux e fotoperiodo de 12 horas.

Para os ensaios de toxicidade aguda com L. minor, foram selecionados quatro
exemplares com trés frondes em bom aspecto sanitério, nutricional e de tamanho
homogéneo. Os ensaios foram realizados em sala climatizada com as mesmas
condicBes de aclimatacdo e com duracdo de sete dias (Figura 4).

No ensaio de toxicidade aguda para A. caroliniana, foram selecionados cinco
exemplares com frondes em bom aspecto sanitario, nutricional e de tamanho
homogéneo. Os ensaios foram realizados na sala climatizada com as mesmas
condicBes de cultivo e com duracédo de sete dias (Figura 5).

No ensaio de toxicidade aguda da W. brasiliensis, para a captura de uma
quantidade homogénea da macrofita, foi utilizada uma seringa vazia conectada a uma
mangueira de 0,45 mm de diametro. A quantidade de frondes coletadas para cada
recipiente foi equivalente ao tamanho da area da circunferéncia da mangueira (Figura
6). A sensibilidade do lote de macréfitas foi avaliada por meio do ensaio com cloreto

de sodio como substéncia de referéncia (Quadro 2).
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Quadro 2- Valores das concentracfes de inibicho com cloreto de sédio como

substancia de referéncia para macrofitas

o Concentracdes de Inibi¢c&do e limites para Clorpirifos

Macrofitas __ : _ :
CI50 Limite Inferior Limite Superior

L. minor 0,30 mg. L1 0,20 mg. L? 0,35mg. L?

A. caroliniana 0,40 mg. L1 0,30 mg. L? 0,53 mg. L?

W. brasiliensis 4,85 mg. L? 3,42 mg. L1 6,88 mg. L1

Fonte: Préprio autor.

Dessa forma, os organismos estavam em condi¢cdes normais de sanidade e
sensibilidade de acordo com a carta controle de outros lotes utilizados anteriormente
no laboratorio. Apos os ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados
ensaios preliminares com o inseticida para determinar o intervalo de concentragéo que
causa inibicdo de crescimento, clorose (perda de cor das frondes) e necrose
(mortalidade) das macrofitas.

Seguido do ensaio preliminar, determinou-se os intervalos das concentragfes
para o ensaio definitivo. As macrofitas foram submetidas as concentracées de 100,0;
200,0; 400,0; 800,0; 1.600,0 e 3.200,0 mg. L de clorpirifés durante sete dias. Foi
utilizado um grupo controle para cada repeticao.

As avaliacdes foram realizadas no 3°, 5° e 7° dia de exposi¢cao ao inseticida.
Para a L. minor, avaliou-se a quantidade de frondes nascidas, clorose e necrose. Para
A. caroliniana e W. brasiliensis, por apresentarem morfologias diferentes da L. minor,
a avaliacdo foi realizada por percentual. A quantidade de frondes com clorose e

necrose eram avaliadas de 0 a 100%.
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Aspectos do cultivo e do ensaio de toxicidade com Lemna minor. A) Frondes
de Lemna minor; B) Recipiente com Lemna minor durante aclimatacao; C) Ensaio com

Lemna minor em triplicata

Figura4

Fonte: Préprio autor.
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Figura 5- Aspectos do cultivo e do ensaio de toxicidade com Azolla caroliniana. A)
Frondes de Azolla caroliniana; B) Recipiente com Azolla caroliniana durante
aclimatacao; C) Ensaio com Azolla caroliniana em triplicata

Fonte: Préprio autor.



Figura 6- Aspectos do cultivo e do ensaio de toxicidade com Wolffia brasiliensis.
A) Frondes de Wolffia brasiliensis; B) Recipiente com Wolffia brasiliensis durante
aclimatacao; C) Ensaio com Wolffia brasiliensis. em triplicata

Fonte: Préprio autor.
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5.3.2 Ensaio de toxidade com caramujo (Pomacea canaliculata)

Os ensaios de toxicidade aguda para Pomacea canaliculata foram realizados
de acordo com os procedimentos da ABNT NBR 15088: 2016 (ABNT, 2016) para
peixes, adaptada para 0s ensaios com o caramujo garantindo a padronizacdo dos
resultados.

Foram utilizados caramujos com peso entre 0,75 e 1,30 g. Os caramujos foram
previamente aclimatados por sete dias em sala de bioensaios a temperatura de 25,0
+ 2,0 °C, fotoperiodo de 12 horas, com aeracdo continua e alimentados diariamente
com a macrofitas submersas (Hydrilla verticilata) e racédo extrusada.

A sanidade e sensibilidade do lote de organismos foram avaliadas por meio de
ensaio com cloreto de potassio como substancia de referéncia. A concentracdo de
cloreto de potassio que causa efeito em 50% dos individuos (CE50) em 48 horas para
o caramujo foi de 1,63 mg. L1, com LS de 1,98 mg. L* e LI de 1,34 mg. L. Dessa
forma, os organismos estavam em condi¢des normais de sanidade e sensibilidade de
acordo com a carta controle de outros lotes utilizados anteriormente no laboratorio.

ApoOs 0s ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados ensaios
preliminares com clorpirifés, para determinar o intervalo de concentracao que causa 0
e 100% de imobilidade/mortalidade no periodo de 48 horas. Para a avaliacdo de
imobilidade e mortalidade, os caramujos eram estimulados uma Unica vez nos
periodos de 24 e 48h ap06s a exposicao do clorpirifés, observando sua capacidade de
mobilidade e respiracéo.

ApoOs a determinacédo dos intervalos de concentracao nos ensaios preliminares,
foram realizados o0s ensaios definitivos. Utilizou-se trés réplicas para cada
concentracéo testada, com cinco caramujos por réplica, em sistema estatico (sem
troca de agua) com duracdo de 48 horas e sem alimentacdo dos animais durante o
periodo de exposicdo. Os caramujos foram submetidos ao ensaio definitivo nas
concentracGes de 2,80; 4,80; 8,20; 13,90; 23,70; 40,30 mg. L de clorpirifés. Foi
utilizado um grupo controle para cada repeticao (Figura 7).

Os parametros fisico-quimicos de agua: pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
condutividade elétrica, foram mensuradas em 0, 24 e 48 horas ap0s exposi¢cado aos
inseticidas com auxilio de uma sonda multiparametros Profissional Plus, de acordo
com as normas estabelecidas pela ABNT NBR 15088: 2016 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS- ABNT, 2016).
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Figura 7. A) Caramujos Pomacea canaliculata adultos; B) Ovos de Pomacea
canaliculata; C) Recipientes teste com réplicas contendo caramujos por concentracao
do inseticida clorpiorifos

Fonte: Préprio autor.
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5.3.3 Ensaios de toxidade com camaréo Pitu (Macrobrachium acanthurus)

Os ensaios de toxicidade aguda para Macrobrachium acanthurus foram
realizados de acordo com os procedimentos da ABNT NBR 15088: 2016 para peixes,
adaptada para 0s ensaios com o camarao garantindo a padronizacdo dos resultados
(ABNT, 2016).

Os camardes foram criados em tanques com aeracéo e fluxo de dgua continuo,
alimentados com ragdo extrusada umida. Foram utilizados camarfes com peso entre
0,92 e 2,35 g Nao ocorreu aclimatacdo antes dos bioensaios, devido a natureza
comportamental territorialista do M. acanthurus. A sanidade e sensibilidade do lote de
organismos foram avaliadas por meio de ensaio com cloreto de potassio como
substancia de referéncia.

A CL50 do cloreto de potassio para o camardo apés 48 horas de exposicao foi
de 1,53 mg. L1, com LS de 2,33 mg. L' e LI de 1,00 mg. L. Dessa forma, os
organismos estavam em condi¢des normais de sanidade e sensibilidade de acordo
com a carta controle de outros lotes utilizados anteriormente no laboratério.

ApOs 0s ensaios com a substancia de referéncia, os camarbes foram
submetidos a um ensaio preliminar estatico em triplicata com clorpirifés, para
determinar o0 intervalo de concentracdo que <causa O e 100% de
imobilidade/mortalidade no periodo de 48 horas.

Ap0s a determinacgéo dos intervalos de concentragdo nos ensaios preliminares,
foram realizados o0s ensaios definitivos. Utilizou-se trés réplicas para cada
concentracdo testada, com um camarao por réplica, em sistema estatico com duracao
de 48 horas, sem alimentagdo dos animais durante o periodo de exposi¢do. Os
camardes foram submetidos ao ensaio definitivo nas concentracdes de 0,001; 0,004;
0,006; 0,008; 0,01 mg. L de clorpirifés. Utilizou-se um grupo controle para cada
repeticédo (Figura 8).

Os parametros fisico-quimicos de agua: pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
condutividade elétrica, foram mensuradas em 0, 24 e 48 horas ap0s exposicdo aos
inseticidas com auxilio de uma sonda multiparametros Profissional Plus, de acordo
com as normas estabelecidas pela ABNT NBR 15088: 2016 (ABNT, 2016).
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Figura 8- A) Camardao Macrobrachium acanthurus; B) Recipientes teste com réplicas
contendo o camardo por concentracao do inseticida clorpirifos

P

ww, =

Fonte: Préprio autor.

5.3.4 Ensaio de toxidade aguda com os peixes Platy e Mato-grosso
(Xiphophorus maculatus e Hyphessobrycon eques)

Os ensaios de toxicidade aguda para os peixes X. maculatus e H. eques, foram
realizados de acordo com os procedimentos da ABNT NBR 15088 (2016). Para X.
maculatus foram utilizados alevinos com peso entre 0,95 e 1,56 g., e alevinos com
peso entre 1,11 e 2,00 g. para H. eques (ABNT, 2016).

Foram utilizados alevinos oriundos de piscicultura. Os alevinos foram
previamente aclimatados por sete dias em sala de bioensaios a temperatura de 25,0
+ 2,0°C, fotoperiodo de 12 horas, com aeracdo continua e alimentados diariamente
com macrofitas submersas (Lemna minor) e racéo extrusada (ABNT, 2016).

A sanidade e sensibilidade do lote de organismos foram avaliadas por meio de
ensaio com cloreto de potassio como substancia de referéncia. A CL50 do cloreto de
potassio para X. maculatus foi de 1,33 mg. L', com LS de 1,75 mg. Lt e LI de 1,14
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mg. L%, 1,40 mg. L, e CL50;48h de 1,40 mg. Lt com LS de 1,68 mg. Lt e LI de 1,24
mg. L para H. eques. Dessa forma, os organismos estavam em condi¢cdes normais
de sanidade e sensibilidade de acordo com a carta controle de outros lotes utilizados
anteriormente no laboratorio.

Apoés o0s ensaios com a substancia de referéncia, foram realizados ensaios
preliminares com clorpirifés, para determinar o intervalo de concentracao que causa 0
e 100% de imobilidade/mortalidade no periodo de 48 horas. Os peixes foram
submetidos a um ensaio preliminar estatico em triplicata.

Apos a determinacédo dos intervalos de concentracdo nos ensaios preliminares,
foram realizados os ensaios definitivos. Foi utilizado trés réplicas para cada
concentracdo testada, com trés peixes por réplica, em sistema estatico com duracao
de 48 horas, sem alimentacdo dos animais durante o periodo de exposicao.

Os peixes da espécie X. maculatus foram submetidos ao ensaio definitivo nas
concentragées de 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 mg. L1 de clorpirifés. A espécie H.
eques foi submetida as concentracdes de 0,50; 1,0; 2,0; 2,50; 3,00; 4,00 mg. L't de
clorpirifos.

Utilizou-se um grupo controle para cada repeticdo (Figura 9 e 10). Para a
avaliacao de imobilidade e mortalidade, os peixes foram observados nos periodos de
24 e 48h apos a exposicao do clorpirifés, retirando os individuos mortos e anotando
0S comportamentos durante o ensaio.

Os parametros fisico-quimicos de agua: pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
condutividade elétrica, foram mensuradas em 0, 24 e 48 horas ap0s exposicado aos
inseticidas com auxilio de uma sonda multiparametros Profissional Plus de acordo
com as normas estabelecidas pela ABNT NBR 15088: 2016 (ABNT, 2016).
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Figura 9- A) Espécie adulta de Xiphophorus maculatus; B) Alevinos de Xiphophorus
maculatus expostos ao clorpirifés; C) Recipientes teste com réplicas contendo
Xiphophorus maculatus por concentracéo do inseticida

Fonte: LIVEAQUARIA, 2019.

Fonte: Préprio autor.



Figura 10- A) Alevinos de Hyphessobrycon eques; B) Aclimatacdo de
Hyphessobrycon eques; C) Recipientes teste com réplicas contendo Hyphessobrycon
eques por concentracao do clorpirifés

Fonte: Préprio autor.
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5.4 CLASSIFICACAO DOS INSETICIDAS PELA TOXICIDADE AGUDA

Com os valores encontrados de CI50, CE50 e CL50 para os organismos
aquaticos nao alvos estudados, o inseticida foi classificado quanto ao potencial toxico
de acordo com as classes de toxicidade aguda (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY- USEPA, 2017) (Tabela 1).

Tabela 1- Categorias para classificacdo ecotoxicoldgica dos valores de concentracéo
letal 50% (CI/CL/CE50) para organismos ndo-alvos

CL 50% (mg L) CATEGORIAS
<0,1 Extremamente toxico
0,1-1,0 Muito toxico
1,0-10,0 Moderadamente toxico
10,0 - 100,0 Pouco toxico
> 100,0 Praticamente n&o-toxico

Fonte: USEPA (2017).

5.5 ANALISE DOS DADOS

Os valores das concentracoes efetiva, de inibicéo e letal estimados (CE50, CI50
e CL50) foram calculados com o auxilio do software Trimmed Spearman Karber
(HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977).

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 TOXICIDADE AGUDA DO INSETICIDA PARA AS MACROFITAS (L. MINOR, A.
CAROLINIANA E W. BRASILIENSIS)

A CI50 estimada no ensaio com clorpirifés para a macréfitas L. minor, A.
caroliniana e W. brasiliensis foi de respectivamente 1299,6, 849,72 e 1271,63 mg. L
de clorpirifds. Com esse valor, o inseticida foi classificado como praticamente nao

toxico de acordo com a classificacdo da USEPA (2017) (Tabela 2).


https://pubs.acs.org/author/Thurston%2C+Robert+V.
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Tabela 2- Concentracdo de inibicdo estimada (CI50) do inseticida clorpirifés para
macrofitas

o Limite CI50 Limite o
Macrofitas _ _ Equacao Linear R?
Inferior (mg.L?) Superior

Lemna
. 1170,2 1299,6 1443,31 y=5,7343x-18,806 R2=0,7481
minor
Azolla
o 742,47 849,72 972,47 y=6,2349x— 11,219 R?=0,9447
caroliniana
Wolffia
. - 1117,05 1271,63 1447,59 y=5,4857x—-13,629 R?=0,833
brasiliensis

Fonte: Préprio autor.

Para a macrdfita L. minor, no 3° dia de avaliacdo, foi observada clorose das
frondes a partir da primeira concentragéo de 100,00 mg. L* de clorpirifés. As primeiras
frondes necrdticas iniciaram no 3° dia de avaliagcdo na concentragédo de 3.200,0 mg.
Lt de clorpirifés. Nas concentracdes de 800,0 e 1.600,0 mg. L1, foi observada uma
meédia de 33% de exemplares contendo clorose e necrose das frondes. No final do
ensaio, a mortalidade ocasionada pela toxidade do clorpirifés para L. minnor foi
observada em apenas 33% dos exemplares, e mortalidade de 100% na concentracao
de 3.200,0 mg. L de clorpirifés.

Para a A. caroliniana, no 3° dia de avaliacdo, observou-se clorose das frondes
a partir da primeira concentracédo de 100,0 mg. L de clorpirifés. Na concentracdo de
800,00 mg. L de clorpirifés, a média de frondes cloréticas e necréticas foram de 48%.
No final do ensaio, a mortalidade ocasionada pela toxidade do clorpirifos para A.
caroliniana foi observada em 62% dos exemplares a partir da concentracdo de 1.600,0
mg. L. A mortalidade de 100% dos exemplares foi observada no ultimo dia de
avaliacdo apenas na concentracdo de 3.200,0 mg. L de clorpirifés.

Para W. brasiliensis, no 3° dia de avaliacao, observou-se clorose das frondes
a partir da primeira concentracdo de 100,0 mg. L de clorpirirfés. Na concentracédo de
800,00 mg. L, a média de frondes cloréticas e necréticas foram de 48%. A
mortalidade em 51% das espécies ocorreu entre as concentracdes de 800,0 e 1.600,0
mg. L1, No final do ensaio, a taxa maxima de mortalidade observada foi de 93% dos

exemplares na concentracdo de 3.200,0 mg. L de clorpirifés.
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O inseticida clorpirifés tem como funcéo atuar no sistema nervoso de animais,
inibindo a enzima acetilcolinesterase. Por ndo apresentar nenhum tipo de sistema ou
impulso nervoso, os vegetais sdo afetados apenas por agrotéxicos do tipo herbicida,
pois, estes possuem a fungdo de inibir a capacidade da planta de realizar a
fotossintese (SANT ANNA, 2009).

Na literatura, sdo poucas as pesquisas envolvendo plantas superiores como
bioindicadores de clorpirirés. Bertrand et al. (2017), submeteram a planta aquatica
Potamogeton pusillus, espécie nativa de Portugal, a concentracdo ambiental de
0,0000000035 mg. L de clorpirifés em 96h de exposicdo. O estresse oxidativo foi
evidenciado por uma ativacdo enzimatica antioxidante e uma diminuicao significativa
no teor de pigmentos nas folhas.

O inseticida organofosforado Coumaphos induziu o estresse oxidativo e
aumentou as defesas antioxidantes e de desintoxicacdo na macréfita da espécie Ulva
pertusa. Concentracdes de Coumaphos, acima de 0,01 mg. L1, causou um aumento
acelerado nos niveis de proteinas carbonilas e hidroperéxidos lipidicos, atingindo o
pico apbés 2 a 3 dias de exposi¢do, seguidos por um rapido declinio nos dois
marcadores do estresse oxidativo (SCHWEIKERT; BURRIT, 2012).

Bertrand et al. (2017), ressalta que devemos considerar que 0S compostos
organofosforados sao responsaveis por efeitos nos sistemas fotossintéticos, mas com
concentracdes de exposicdo mais elevadas do que as que foram avaliadas. Esses
resultados chamam a atencao para a necessidade de mais estudos sobre efeitos de
inseticidas em diferentes niveis biologicos em macréfitas aquaticas, especialmente
em dose, uma vez que estes compostos sao presentes e, provavelmente, 0s niveis

nao estaria preservando essas especies.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pigments
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0166445X12001750#!
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6.2 TOXICIDADE AGUDA DO INSETICIDA PARA O CARAMUJO (POMACEA
CANALICULATA)

A CE50 estimada do clorpirifés para P. canaliculata foi de 81,13 mg. L* (Tabela
3), sendo o inseticida classificado como pouco toéxico de acordo com a classificacao
da USEPA (2017).

Tabela 3- Concentracdo de efeito estimada (CE50) do inseticida clorpirifos para

caramujo
. Limite CE50 Limite Equacéo
Caramujo . _ _ R?
Inferior  (mg. L?) Superior Linear
Pomacea y =29,32x -
_ 24,71 30,90 30,66 R2=0,7115
canaliculata 46,65

Fonte: Préprio autor.

Apo6s 24h de exposicdo ao clorpirifés, ocorreu a mortalidade de 87% dos
exemplares na concentracdo de 40,30 mg. L de clorpirifés. Apés 48h de exposicéo,
ocorreu a mortalidade de 13% dos exemplares na concentragdo de 23,70 mg. L de
clorpirifés. Apos 48h foi observado a imobilidade/letargia de um Unico exemplar na
concentragdo de 23,70 mg. L " de clorpirifés.

Os parametros de qualidade de agua foram mensurados entre 24 e 48 horas
de exposicdo ao clorpirifés. Os valores mensurados foram comparados entre o grupo

controle e ao grupo contendo a concentracdo mais alta de clorpirifés (Quadro 3).
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Quadro 3- Parametros de qualidade de agua para o caramujo Pomacea canaliculata

Tempo de Exposicéao

Parametros de 24 horas 48 horas
Qualidade de Concentragées
Agua
Controle 40,30 mg. L* Controle 40,30 mg. L
Temperatura 22,60°C 23,00 °C 22,80°C 23,10 °C
Condutividade 103,50 112,70 pS.cm’
o 98,30 uS.cm* | 99,50 uS.cm*
elétrica uS.cm? L
Oxigénio
_ _ 5,26 mg. L1 403mg.Lt | 400mg.Lt| 4,02mg.L?
Dissolvido
pH 8,93 8,95 8,39 8,32

Fonte: Préprio autor.

Os valores dos parametros de qualidade de &gua mensurados durante a
exposicao do caramujo ao clopririfés estavam de acordo o padréo estabelecido pela
ABNT NBR (2016), para a validacdo do teste. O oxigénio mensurado nao decaiu o
limite de 4,00 mg. L, temperatura de 23 a 27 °C com uma pequena queda no grupo
controle e pH entre a faixa de 5,0 e 9,0.

Apesar da CE50 foi de 30,90 mg. L' de clorpirifés, considerado como
medianamente téxico, Zhao e Chen (2016), também testaram a toxidade do clorpirifés
em P. canaliculata, registrando uma CE50 de 0,97 mg. L de clorpirifés. Por se tratar
da mesma espécie e do mesmo ingrediente ativo, espera-se que a diferenca de
letalidade se deve aos diferentes ingredientes inertes presentes nos inseticidas
comercializados.

Em outras espécies de moluscos, Zhao e Chen (2016) avaliaram a toxidade do
clorpirifés nas espécies: Aulacomya ater, Bulinus truncatus, Donax faba, Ischadium
recurvum, Lampsilis siliquoidea, Lanistes carinatus apresentando respectivamente a
CE50% de 0,016, 1,32, 0,25, 0,96, 0,38 e 2,71 mg. L de clorpirifés.

Pesquisas foram realizadas com o organofosforado azinfos-metil no
gastropode de agua doce da espécie Chilina gibbosa. Foi observado que a AchE é
muito sensivel ao azinfos-metil, apresentando CL50 de 0,002 mg. L% As

carboxilesterases néo sédo inibidas em concentragcdes ambientais. O azinfos-metil
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causa sinais de neurotoxicidade e aumenta a glutationa e a catalase (BIANCO, et al.
2013).

6.3 TOXICIDADE AGUDA DO INSETICIDA PARA O CAMARAO PITU
(MACROBRACHIUM ACANTHURUS)

A CL50 estimada no ensaio com clorpirifés para M. acanthurus foi de 0,0020
mg. L. Com esse valor, o inseticida foi classificado como extremamente toxico de
acordo com a classificacdo dos Especialistas da Agéncia Ambiental dos Estados
Unidos- USEPA (2017) (Tabela 4).

Tabela 4- Concentracéo letal estimada (CL50) do inseticida clorpirifés para o camaréo
Pitd (Macrobrachium acanthurus)

. Limite CL50 Limite Equacéo
Camarao . _ . R?
Inferior (mg. L) Superior Linear
Macrobrachium y = 30x -
0,0017 0,0020 0,0023 R2=0,85
acanthurus 45.556

Fonte: Préprio autor.

Os parametros de qualidade de 4gua foram mensurados entre 0, 24 e 48 horas
de exposicdo ao clorpirifés. Os valores mensurados foram comparados entre o grupo

controle e ao grupo contendo a concentracdo mais alta de clorpirifés (Quadro 4).
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Quadro 4- Parametros de qualidade de agua para o camarao Pitd (Macrobrachium
acanthurus)

Tempo de Exposicéao
Parametros de 0 horas 24 horas 48 horas
Qualidade de Concentracdes
Agua 0,010 0,010 0,010
Controle Controle Controle
mg. L? mg. L? mg. L?
Temperatura 26,3°C 26,0°C 27,0°C - 26,3°C -
Condutividade 150,6 148,5 152,0 152,5
elétrica pusS.cmt | uS.emt| uS.cm-t uS.cm 1
Oxigénio 4,63 4,61 4,14 3,98
Dissolvido mg. L mg. Lt mg. L mg. L
pH 8,64 8,62 8,84 - 8,83 -

Fonte: Préprio autor.

Os valores dos parametros de qualidade de &gua mensurados durante a
exposicao do camardo ao clopririfos estavam de acordo o padrao estabelecido pela
ABNT NBR (ABNT, 2016), para a validacao do teste. O oxigénio estava acima de 4,00
mg. L1, tendo o grupo controle com o limite de oxigénio necessario em 48h de ensaio.
Temperatura de 23 a 27 °C e pH entre a faixa de 5,0 e 9,0.

Em 24h de exposicdo, nas concentracdes de 0,008 e 0,01 mg. L de clorpiirfés,
ocorreu 100% de mortalidade dos exemplares. ApO6s 48h de exposicdo, na
concentracdo de 0,001 mg. L' de clorpirifés ocorreu a mortalidade de 33% dos
exemplares e 100% de mortalidade nas concentracdes de 0,004 e 0,006 mg. L de
clorpirifos.

Na literatura, todas as espécies de crustaceos submetidos ao clorpirifos
demonstraram sensibilidade a toxidade do inseticida. Nos crustaceos do género
Daphnia sp., as espécies Daphnia laevis, Daphnia magna e Daphnia ambigua
apresentaram CL50 de respectivamente 0,000216, 0.00005 e 0.000035 mg. L de
clorpirifés (ZHAO; CHEN, 2016; FERRARIO et al. 2018; RAYMUNDO et al. 2019).
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Na espécie Astacus leptodactylus, Banaee et al. (2019), notaram que na
CL50% de 0,0046 mg. L de clorpirifés, fez com que o crustaceo apresentasse um
desequilibrio em sua homeostase celular. Zhao e Chen (2016), submeteram o
camardo Macrobrachium lar a testes toxicolégicos de clorpirifds, apresentando uma
CL50% de 0,00096 mg. L.

Pesquisas com o herbicida terbutilazina e o clorpirifdcs em microcosmos
revelaram que a terbutilazina potencializou o efeito dos clorpirifés para o crustaceo
Daphnia magna, presumivelmente desencadeando a transformacéo de clorpirifés em
analogos de oxon mais toxicos, nas concentracdes de 0,0085 mg. L de Terbutilazina
e 0,00017 mg. L' de clorpirifés. As possiveis interacdes na cadeia alimentar
resultantes de varios estressores quimicos (PEREIRA; CEREJEIRA; DAAM, 2017).

Cientistas submeteram crustdceos do género Daphnia, conhecidas
popularmente como pulgas-d’agua, a exposi¢ao ao clorpirifés. As espécies Daphnia
ambigua, Daphnia carinata, Daphnia longispina, Daphnia magna e Daphnia pulex,
obtiveram CL50 de respectivamente: 0,000035, 0,00022, 0,00049, 0,0016 e 0,00046
mg. L-1 de clorpirifés (ZHAO; CHEN, 2016).

Em crustaceos do género Artemia, Zhao e Chen (2016), submeteram as
espécies Artemia parthenogenetica, Artemia salina e Artemia sp. em exposicao ao
clorpirifés obtendo a CL50 de 0,55, 0,53 e 0,14 mg. L™ de clorpirif6s.

6.4 TOXICIDADE AGUDA DO INSETICIDA PARA OS PEIXES PLATY E MATO-
GROSSO (XIPHOPHORUS MACULATUS E HYPHESSOBRYCON EQUES)

A CL50 estimada do clorpirifés para X. maculatus foi de 0,07 mg. L1. Para o

peixe H. eques, a CL50;48h foi de 1,65 mg. L't. Com esses valores, o inseticida foi

classificado como extremamente téxico para X. maculatus e moderadamente toxico

para H. eques de acordo com a classificacdo da USEPA (2017) (Tabela 5).
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Tabela 5- Concentracéo letal estimada (CL50) do inseticida clorpirifos para os peixes
Platy e Mato-grosso (Xiphophorus maculatus e Hyphessobrycon eques)

Limite CL50 Limite

Peixes _ _ Equacdo Linear R?
Inferior (mg.L?') Superior
Xiphophorus y = 25,337x - R2 =
0,03 0,07 0,16
maculatus 16,917 0,9477
Hyphessobrycon Y =21,429x — R? =
1,28 1,65 2,18
eques 39,686 0,8209

Fonte: Préprio autor

ApoOs 24 horas de exposicdo, o peixe Platy (Xiphophorus maculatus), na
concentracdo de 0,05 mg. L de clorpirifés, ocorreu a mortalidade de 33% dos
exemplares. Nas concentracdes de 0,10 e 0,50 mg. L' de clorpirifés, ocorreu a
mortalidade de respectivamente 55% e 89% dos exemplares.

Os exemplares que sobreviveram apés 24h de exposi¢cdo nas concnetracfes
de 0,05 e 0,10 mg. L de clorpirifés, apresentaram letargia, natacdo erratica e perda
da capacidade de arfagem. Apds 48h de exposicao, ocorreu mortalidade de 44% dos
exemplares na concentragdo de 0,05 mg. L de clorpirifés e mortalidade de 100% a
partir da concentracdo de 0,50 mg. L de clorpirifés, devido a agdo inibidora do
clorpiirfés as atividades do sistema nervoso do organismo.

Para a espécie de peixe Mato-grosso (Hyphessobrycon eques), ap6s 24 horas
de exposicdo, na concentracdo de 2,50 mg. L de clorpirifés ocorreu a mortalide de
67% dos exemplares. Nas concentracdes de 3,00 e 4,00 mg. L* de clorpirifés ocorreu
a mortalidade de respectivamente 67% e 55% dos exemplares.

Ap6s 48 horas de exposicdo, na concentracdo de 2,00 mg. L de clorpiirfés,
ocorreu a mortalidade de 22% dos exemplares. Nas concentracdes de 2,50 e 3,00 mg.
Lt de clorpirifés, 100% dos exemplares estavam mortos. Em 4,00 mg. L de
clorpirifés, apresentou mortalidade de 89%.

Nas concentracdes de 0,50, 1,00 e 2,00 mg. L de clorpirifés, ap6s 24 e 48h
de exposicdo, 0s peixes sobreviventes apresentaram letargia, natacdo erratica e
perda da capacidade de arfagem. Os parametros de qualidade de &gua foram

mensurados entre 24 e 48 horas de exposi¢éo ao clorpirifés. Os valores mensurados
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para os peixes Platy e Mato-grosso foram comparados entre o grupo controle e ao

grupo contendo a concentracdo mais alta de clorpirifés (Quadro 5 e 6).

Quadro 5- Parametros de qualidade de &gua para o peixe Platy (Xiphophorus

maculatus)
Tempo de Exposicéao
Parametros de 24 horas 48 horas
Qualidade de Concentracdes
Agua
Controle 2,00 mg. L* Controle 2,00 mg. L*
Temperatura 23,23 °C 23,10 °C 23,30 °C -
Condutividade
o 93,6 uS.cm* 95,0 uS.cm* | 95,6 uS.cm*? -
elétrica
Oxigénio
. ' 5,51 mg. L1 4,54 mg. L? 4,54 mg. L1 -
Dissolvido
pH 8,94 8,36 8,74 _

Fonte: Préprio autor.

Quadro 6- Parametros de qualidade de agua para o peixe Mato-grosso
(Hyphessobrycon eques)

Tempo de Exposicéao

Parametros de 24 horas 48 horas
Qualidade de Concentracdes
Agua 4,00 mg.
Controle 4,00 mg. L1 Controle L1
Temperatura 23,23 °C 23,10 °C 24,10 °C -
Condutividade
o 105,20 uS.cm? | 104,0 uS.cm? | 109,10 puS.cm -
elétrica
Oxigénio
_ _ 8,65 mg. L1 3,44 mg. L1 8,73 mg. L1 -
Dissolvido
pH 8,94 8,34 8,72 _

Fonte: Préprio autor
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Os valores dos parametros de qualidade de agua mensurados durante a
exposicao do peixe Platy estavam de acordo o padréao estabelecido pela ABNT NBR
(ABNT, 2016), para a validacdo do teste. O oxigénio estava acima de 4,00 mg. L,
temperatura de 23 & 27 °C e pH entre a faixa de 5,0 e 9,0.

Os valores dos parametros de qualidade de agua mensurados durante a
exposicao do peixe Mato-grosso estavam de acordo o padréo estabelecido pela ABNT
NBR (2016), para a validagéo do teste. O oxigénio estava abaixo de 4,00 mg. L-1 ap0s
24 horas de exposi¢do ao clorpirifds. A temperatura de 23 a 27 °C e pH entre a faixa
de 5,0 e 9,0 estavam de acordo com as normas estabelecidas.

Apesar do peixe X. maculatus ser considerado uma espécie exotica e adaptavel
em diferentes ecossistemas, sua CL50;48h foi de 0,07 mg. L* de clorpirifés, diferente
da espécie nativa H. eques que obteve CL50;48h de 1,65 mg. L.

No peixe Cyprinus carpio, espécie resistente em viver em ambientes
degradados, Yonar (2018), notou efeitos toxicolégicos nas concentracfes de 0,040
mg. L. Nos peixes espinhosos da espécie Gasterosteus aculeatus, Marchand et al.
(2017), notaram efeitos toxicolégicos na concentracdo de 0,00088 mg. L* de
clorpirifés. Em peixes neotropicais das espécies Cheirodon interruptus e Cnesterodon
decemmaculatus, Bonifacio et al. (2017), constataram efeitos toxicolégicos na
concentragdo de 0,000084 mg. L.

Zhao e Chen (2016), testaram o clorpirifés em diferentes espécies de peixes do
género Tilapia: Tilapia aurea, Tilapia guineenses, Tilapia sp. e Tilapia zillii, e obtiveram
a CL50 de respectivamente 0,41, 0,002, 1,77 e 0,073 mg. L de clorpirifés. Os peixes
do género Tildpia sdo espécies importantes nas bacias hidrograficas brasileiras com

grande valor comercial mostrando-se extremamente sensivel a toxidade do clorpirifés.

6.5 CONCENTRACAO MAXIMA DE CLORPIRIFOS EM AGUA DOCE E OS
VALORES DE CI, CE E CL50 PARA OS BIOINDICADORES
Por ndo existir um limite maximo permitido para a concentracdo de clorpirifés
para as cinco classes de aguas doces estabelecidas pela Resolugdo CONAMA n° 357/
2005, os resultados dos valores de Cl, CE e CL50 dos organismos testados, foram
comparados ao valor maximo estabelecido para clorpirifdés em aguas para consumo
humano, segundo a Portaria de consolidagdo N° 5 do Ministério da Saude (2017).
Segundo o Ministério da Saude (2011), a concentracdo maxima permitida para

clorpirifés em agua para abastecimento é de 0,030 mg. L1. De acordo com os



61

resultados desta pesquisa, consta-se que o valor da CL50 para o camardo M.
acanthurus (0,0020 mg. L) é inferior ao limite maximo permitido pelo Ministério da
Saude (2017). Para os demais organismos de diferentes niveis tréficos avaliados, os
valores de CI, CE e CL50 foram superiores ao valor estabelecido pelo Ministério da
Saude (2017).

7 CONCLUSAO

Os organismos testados resultaram em diferentes respostas com relacédo a
toxidade do inseticida clorpirifés. Para as macréfitas L. minor, A. caroliniana e W.
brasiliensis, o clorpirifds foi classificado como praticamente néo téxico.

Para o caramujo P. canaliculata, o clorpirifés foi considerado como pouco
toxico. Para a espécie de peixe nativo Mato-grosso (H. eques), o clorpirifés foi
classificado como moderadamente toxico. Para a espécie de peixe exotica Play (X.
maculatus), e para o camarao Pitu (M. acanthurus), o inseticida foi classificado como
extremamente toxico.

Os parametros fisicos e quimicos de qualidade de &agua mensurados
(temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica), ndo apresentaram
diferenca de valores em comparacdo com as concentracdes e 0s grupos controle,
revelando que o clorpirifés € um inseticida que nao altera os parametros de qualidade
de &gua essenciais para a sobrevivéncia dos organismos.

Dentre os organismos testados, o camardo M. acanthurus é melhor
bioindicador de contaminacdo de ambientes aquaticos por clorpirifds, sendo
considerado como um organismo de facil manuseio em laboratério e presente nas
principais bacias hidrograficas do Brasil.

Sugere-se mais pesquisas com clorpirifés utilizando diferentes bioindicadores
das quais sdo sugeridos nas normas técnicas. Realizar ensaios ecotoxicolégicos
combinando diferentes agrotéxicos sdo necessarios, principalmente com a chegada
de novos agrotoxicos no mercado brasileiro, pois, mesmo com ingredientes ativos ja
conhecidos, pesquisas comprovaram que O0s ingredientes inertes presentes nos
produtos, pode causar diferentes efeitos em um mesmo organismo.

Ressalta-se a importancia de haver futuras alteracdes de resolucdes brasileiras
gue visam proteger as comunidades aquaticas dos limites de agrotdxicos permitidos

em aguas.
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