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Como nunca mais...”
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RESUMO
O uso dos larvicidass temefés e diflubenzuron (DFB) na agricultura, aquicultura e
combate a vetores de doencas pode acarretar desequilibrios ambientais, e a
ocorréncia destes efeitos sdo analisados por estudos ecotoxicolégicos e
avaliacdes de risco ambiental. Objetivou-se: i) classificar os larvicidas DFB e
temefés pela toxicidade aguda e crbnica para o0s peixes tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) e mato grosso (Hyphessobrycon eques), para a macrofita
Lemna minor e para microcrustdceo Daphnia magna; ii) avaliar o efeito do
sedimento na biodisponibilidade dos larvicidas; iii) classificar os larvicidas quanto
ao risco ambiental em ecossistema aquatico; iv) avaliar a concentracdo de
residuos dos larvicidas nas aguas dos testes agudos e crénicos de tilapia-do-Nilo,
na presenca e auséncia de sedimento; v) avaliar o potencial de lixiviacdo e de
escoamento superficial de ambos os larvicidas e vi) verificar os efeitos toxicos dos
larvicidas no figado e branquia de tilapias-do-Nilo expostas aos testes de
toxicidade aguda. O DFB classifica-se como praticamente nao-toxico para L.
minor, ligeiramente téxico para H. eques e O. niloticus, e extremamente tdxico
para D. magna. O temefds é ligeiramente téxico para L. minor, moderadamente
toxico para H. eques e O. niloticus e extremamente toxico para D. magna. A
exposicao dos peixes a baixas concentracées de DFB por longos periodos causa
reducdo no crescimento dos peixes, e o temefdos causa mortalidade. O temefés
causa reducdo na taxa de crescimento relativa de L. minor expostas a doses sub-
letais. Ambos os larvicidas causam mortalidade para D. magna em testes
cronicos. A presenca de sedimento reduz a biodisponibilidade dos larvicidas nas
aguas de testes com L. minor. O DFB classifica-se como de baixo risco de
intoxicacdo ambiental e o temefés como de médio risco para L. minor e para 0s
peixes. Para D. magna os larvicidas s&o de alto risco ambiental. Ambos os
larvicidas possuem meédio potencial de transporte superficial, e ndo sofrem lixiviagao,
e as concentracdes diminuem ao longo dos testes de toxicidade aguda e crbnica, na
auséncia e presenca de sedimento. DFB e temefés causam lesfes histoldégicas em

branquias e figados de tilapias-do-Nilo expostas aos larvicidas.

PALAVRAS-CHAVE

Ecotoxicologia, larvicidas, organismos nao alvos.
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ABSTRACT
The use of the pesticide temephos and diflubenzuron (DFB) in agriculture,
aquaculture and in the disease vectors control may cause environmental
disequilibrium, and these effects are analysed for ecotoxicological studies and
environmental risk assessments. This study aimed to: i) classify the pesticides
DFB and temephos by the acute and chronic toxicity to the fishes tilapia
(Oreochromis niloticus) and mato grosso (Hyphessobrycon eques), the
macrophyte Lemna minor and the microcrustaceans Daphnia magna; ii) evaluate
the effect of sediment on the pesticides bioavailability; iii) classify the pesticides by
the environmental risk in the aquatic ecosystem; iv) evaluate the pesticides
residues concentrations in the water during acute and chronic toxicity tests for
tilapia; v) evaluate the potential for leaching and runoff of both pesticides; vi) verify
the toxic effects of the pesticides in the liver and gill of tilapia exposed to the acute
toxicity tests. The DFB is classified as practically nontoxic to L. minor, slightly toxic
to H. eques and O. niloticus, and extremely toxic to D. magna. Temephos is
slightly toxic to L. minor, moderately toxic to H. eques and O. niloticus, and
extremely toxic to D. magna. The longer exposure of fishes at low concentrations
of DFB decreases the growth of organisms, and temephos causes mortality. The
temephos decreases the relative growth rate of L. minor exposed to sublethal
doses. Both pesticides cause mortality to D. magna in chronic tests. The presence
of sediment decreases the bioavailability of the pesticides in water of L. minor
tests. DFB is classified as low environmental risk and temephos as medium risk to
L. minor and fishes. To fishes, DFB is low risk, and temephos is medium risk. To
D. magna, the larvicidas were high risk. Both larvicidas have medium potential for
runoff and do not leach, and the concentrations decrease over the acute and
chronic tests, with and without sediment. Temephos and DFB cause histological

lesions in gills and livers of tilapias exposed to the larvicidas.

KEY-WORDS
Ecotoxicology, larvicides, non-target organisms.
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|. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atualmente alguns inseticidas sédo empregados na agricultura, aquicultura e
programas de saude publica, dentro os quais se destacam os reguladores de
crescimento de insetos ou IGR (insect growth regulator). O composto 1 — (4 —
clorofenil) — 3 — (2,6 — difluorobenzoil) uréia, diflubenzuron (DFB), € um IGR
derivado de benzoilfeniluréia, que atua como ovicida e larvicida (SILVIA e
MENDES, 2002), empregado na agricultura para controlar pragas em culturas de
milho, tomate, algod&o, trigo e citros (USEPA, 1997) e na piscicultura, para o

controle de ectoparasitoses de peixes (FUJIMOTO et al. 1999).

O DFB também é eficiente no controle de larvas de Aedes aegypti
(MARTINS e SILVA, 2004; SILVIA e MENDES, 2007; CHEN et al. 2008;
SECCACINI et al. 2008). Em programas de saude publica, o DFB é aplicado em
recipientes criadouros de larvas de mosquito da dengue nos ambientes urbanos.
Da mesma forma que no uso agricola e em aquicultura, o uso urbano do DFB
contém um determinado risco de intoxicacdo aguda dos organismos ndo alvos
que possam ser atingidos. Com a dinamica ambiental, € passivel que o DFB
aplicado em saude publica atinja a rede hidrografica local e intoxique o0s

organismos aquaticos.
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Os estudos dos efeitos do DFB sobre os organismos aquaticos e a
interacdo com 0 meio ainda sdo escassos. Assim, a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1997) recomenda o uso restrito do DFB
devido a falta de informacBes sobre os efeitos adversos em invertebrados

aguaticos.

Outro inseticida importante para o controle de pragas em programas de
saude publica € o temefos (0,0, 0’,0’-tetrametil-0, 0'— tio di — (p-fenileno) bis
tiofosfato), um larvicida recomendado pelo Ministério da Saude para o controle de
larvas do mosquito da dengue. E um inseticida do grupo dos organofosforados
usado para controle de mosquitos (LEE e SCOTT, 1989). A ecotoxicidade do

temefds para peixes e invertebrados nao alvos também € pouco estudada.

O constante uso destes inseticidas eleva a possibilidade de desequilibrios
ambientais quando atingem os corpos hidricos por meio de escoamento
superficial e/ou lixiviagdo. O contato de organismos aquaticos nao alvos com o0s
larvicidas pode desencadear intoxicacdes agudas e crbnicas, e provocar

desequilibrios ambientais.

Diante da possibilidade da ocorréncia de desequilibrios ambientais
decorrente do uso dos larvicidas DFB e do temefés em saude publica, h4 a
necessidade de estudos de avaliacdo da ecotoxicidade e de risco ambiental. Tais
estudos sdo fundamentais para estabelecimento de necessidade e selecao de
medidas mitigadoras, para controlar e/ou minimizar os efeitos adversos sobre os
ecossistemas. Assim, justificam-se estes estudos ecotoxicologicos e de avaliacéo
de risco de intoxicagcdo ambiental decorrente dos usos de DFB nas areas de

agricultura, aquicultura e saude publica e do temefos em saude publica.
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ll. REVISAO DE LITERATURA

1. Aspectos ecotoxicologicos dos larvicidas

O uso dos inseticidas na agricultura, aquicultura e combate a vetores de
doengas aumenta a cada ano. Em 2006, o Brasil foi classificado como o segundo

maior consumidor de inseticidas do mundo (ANVISA, 2006).

No Brasil, a aquicultura se expandiu nos ultimos anos, sendo alvo de
muitos estudos sobre préaticas de manejo. Varios prejuizos econémicos a esta
atividade foram relatados devido as praticas de manejo inadequadas, alta
densidade populacional, o nédo-controle da qualidade da agua, o que deixa o0s
animais vulneraveis as enfermidades (MABILIA e SOUZA, 2006). Apesar de
existirem tratamentos para combater possiveis enfermidades com o uso de
Inseticidas, no Brasil ainda n&o existe uma legislacdo que fiscalize o uso destes
quimicos na aquicultura (CAMPOS, 2005). Devido a ndo recomendacdo dos
inseticidas para o setor aquicola, o uso na piscicultura de produtos né&o

registrados para este fim leva a aplicacdes de doses exageradas no combate as
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doencas. Poucos sédo os estudos realizados para avaliar a toxicidade dos

inseticidas para os animais alvos e néo alvos.

Outra finalidade em que os inseticidas sdo empregados € no combate a
vetores de doencas. Uma destas doencas que se destaca em ambito mundial é a
dengue (WHO, 2002). Esta doenca é transmitida por mosquitos do género Aedes,
sendo o Aedes aegypti seu principal vetor. Em locais de alta incidéncia e
transmissao da dengue, o controle desta doenca é realizado por meio do controle

guimico, com aplicacdes de inseticidas larvicidas e adulticidas.

O uso frequente e inadequado de determinado inseticida, tanto na
agricultura, aquicultura, ou combate a vetores de doencas, pode acarretar
resisténcia dos organismos a tais substancias quimicas (PAIVA, 2006). A
resisténcia aos inseticidas compromete diretamente a eficacia do controle

guimico.

No Brasil, o controle quimico do vetor Aedes aegypti é realizado com o
larvicida temefés desde 1967 (MINISTERIO DA SAUDE, 1968). A resisténcia do
vetor ao larvicida foi relatada nos Estados de Goias (MARCORIS et al. 1995), Rio
de Janeiro, Alagoas, Sergipe (BRAGA et al. 2004), Ceara (LIMA et al. 2006),
Manaus (PINHEIRO e TADEI, 2002), Distrito Federal (CARVALHO et al. 2004) e
na cidade de Santos (MARCORIS et al. 2003).

Para solucionar o problema da resisténcia das populagcées de mosquito da
dengue ao larvicida temefés, foi realizada a substituicdo deste larvicida pelo DFB
nos seguintes Estados: Para, Sergipe, Ceard, Alagoas, Rio Grande do Norte,
Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro e Minas Gerais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010), entretanto faltam estudos sobre a acdo do temefds e do DFB para
organismos aquaticos ndo alvos, pois nas aplicacdes estes larvicidas podem
atingir as redes hidrograficas locais e expressar 0s riscos de intoxicacao

ambiental.
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2. Diflubenzuron (DFB)

O DFB, 1 — (4 — clorofenil) — 3 — (2,6 — difluorobenzoil) uréia, € um
composto regulador do crescimento de insetos (IGR) por meio da inibicdo da
sintese de quitina (MARTINS e SILVA, 2004). A ecotoxicidade do DFB € pouco
estudada, entretanto, em testes de toxicidade aguda sob condicfes laboratoriais,
ele classifica-se como extremamente toxico para 0 microcrustaceo Daphnia
magna, que depende da sintese de quitina para crescer. Por outro lado, o DFB
classifica-se como praticamente ndo toéxico para o peixe Poecilia reticulata e para
a macrofita Lemna minor (SOUZA, 2008). Para peixes da espécie pacu (Piaractus
mesopotamicus), em testes de 96 horas de exposicdo, o DFB classifica-se com
praticamente ndo téxico, pois a CL50 foi maior que 2000 mg.L™" (WINKALER,
2008).

A concentracdo de 100 mg.L™* de DFB, em 96 horas de exposicdo em
curimbata (Prochilodus lineatus), causa diminuicdo do numero e aumento do
volume de eritrocitos, reducdo na quantidade de hemoglobina, hiperglicemia e
lesBes histolégicas hepaticas (MADUENHO e MARTINEZ, 2008). Por outro lado,
o DFB ndo afeta o sémen, volume, aspecto, duracdo da motilidade e
concentracdo espermatica no sémen de jundia (Rhamdia quelen) (MABILIA e
SOUZA, 2006).

Quanto ao uso em saude publica, o DFB € eficiente contra as larvas do
Aedes aegypti (SECCACINI et al. 2008), devido a atividade inibidora da ecdise de
larvas (MARTINS e SILVA, 2004). O DFB foi eficiente no controle de larvas do
mosquito da dengue de populacdes oriundas da cidade de Uberlandia - MG
(SILVA, 2006; SILVA e MENDES, 2007), e também em estudos realizados na
Malésia (CHEN et al. 2008).

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para saber quais 0s riscos que
causam aos organismos aquaticos. Devido a esta falta de informacdes, a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1997) recomenda 0 uso
restrito do DFB na aquicultura.
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3. Temefos

O temefés (0,0, 0°,0' — tetrametil — 0, O’ — tio di — (p — fenileno) bis
tiofosfato) € um composto organofosforado largamente usado para controle de
mosquitos (LEE e SCOTT, 1989). O mecanismo de acédo toxica € a inibicao da
enzima acetilcolinesterase (AChE), que cataliza a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh). Com a inibicdo da AChE, ocorre acumulo de ACh nas
terminacfes nervosas, provocando sinapses aleatorias, espasmos musculares e
paralisia do inseto (MADDRELL, 1980).

Os estudos de avaliacdo da toxicidade do temefos para peixes e
invertebrados ndo alvos sdo escassos. Porém, sabe-se que o temefds causa
efeitos adversos e afeta o comportamento e sobrevivéncia do camardo Uca
pugnax em condi¢cdes de campo e de laboratério (WARD e BUSCH, 1976; WARD
et al. 1976). A CL50 do temefds no periodo de 96 horas para girinos da rd Rana
clamitans foi calculada em 4,24 pL.L™, sendo classificado como extremamente
toxico (SPARLING et al. 1997).

Foi verificada a eliminacdo de quase todos os zooplanctons apés a
aplicacdo de temefds em lago eutréfico raso do Japao, sem recuperacdo dos
claddceros ao final do experimento (47 dias) e recuperacédo dos copépodos apis
40 dias (HANAZATO et al. 1989). Em Minnesota (USA), o temefés causou
reducdo na populacdo de cladoceros de um lago natural 24 horas apds a
aplicacao, e a reproducao destes organismos se reduziu quando comparado com
o ano anterior. Os daphnideos sofreram diminuicdo na densidade populacional,
porém, a Daphnia pulex reapareceu apos 35 dias (HELGEN et al. 1988). Este
inseticida também € toxico para algas da espécie Scenedesmus obliquus, que

sofreram inibicdo do crescimento das células (LUIZ et al. 2008).

Em aguas de culturas de arroz tratadas com temefds, na concentracdo de
250 ml.ha, nos meses de julho a agosto, foram detectadas concentracdes de
0,49 e 0,07 pg.L™, uma e cinco horas apés a aplicacdo, respectivamente, em
Tarragona, Espanha. Entretanto, onze horas ap0s a aplicacdo nédo foi detectada a

presenca do larvicida na agua. A oxidagdo fotolitica foi a principal via de
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degradacéao, devido a sua absorcdo ser acima de 295 nm e sua dupla estrutura
aromatica (LACORTE et al. 1996).

4. Testes de toxicidade para organismos aquaticos

A ecotoxicologia aquatica estuda os efeitos toxicos de substancias
guimicas sobre organismos aquaticos e sua interagdo com o meio. Os dados
ecotoxicoldgicos sdo base para se estabelecer quantidades limites seguras dos
contaminantes quimicos no ambiente e para a avaliacdo de risco ambiental.
Testes ecotoxicologicos iniciam-se com a toxicidade aguda, estabelecida com a
determinacdo da concentracdo efetiva média (CE50) - concentracdo que provoca
imobilidade/mortalidade em metade dos organismos-testes. Nestes testes avalia-
se uma resposta rapida e severa dos organismos aquaticos ao estimulo que se
manifesta, geralmente em periodos entre 24 a 96 horas (RAND e PETROCELLI,
1985).

Nos estudos de toxicidade cronica avalia-se a acdo das substancias
guimicas por meio da resposta a um estimulo por longo periodo, geralmente de
1/10 do ciclo vital até a totalidade da vida do organismo. Esses efeitos sdo sub-
letais, onde as concentracdes do agente toxico permitem a sobrevivéncia do
organismo, porém afetam suas funcBes biolégicas, como a reproducéao,
desenvolvimento de ovos, crescimento, maturacdo e comportamento em geral
(RAND e PETROCELI, 1985).

Os organismos-testes para o presente trabalho foram escolhidos de acordo
com a relevancia na cadeia tréfica e representacdo dos organismos aquaticos. Os
daphnideos estdo entre 0s organismos-testes mais utilizados nos testes
ecotoxicoldgicos, e representam os invertebrados aquaticos. Eles sdo de grande
importédncia na composicdo do zooplancton, como consumidores primarios. A
macrofita aquatica Lemna minor € uma angiosperma e representa 0s vegetais
aquaticos superiores. Peixes das espécies Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo),
utilizada em piscicultura, e Hyphessobrycon eques (mato grosso) podem ser
utilizados em estudos ecotoxicolégicos como representantes dos vertebrados
aquaticos (CRUZ et al. 2008).

14

Caunesp



5. Sedimento

O inseticida no ambiente sofre processos de adsorcdo através da interacao
entre o ingrediente ativo e particulas do solo (SILVA e FAY, 2004). O sedimento
funciona como depdsito para contaminantes da agua, fixa e remove compostos
quimicos, entre 0os quais sdo encontrados elementos nocivos a natureza
(CIHACEK et al. 1996).

A disponibilidade e adsor¢cdo do inseticida na agua depende de fatores
como a solubilidade do produto em agua, a quantidade e o tamanho de particulas
em suspensdo no meio aquatico, o nicho ecoldgico local, temperatura, pH,

dureza, alcalinidade, fluxo, profundidade e sedimento (MURILO, 2000).

Para o glifosato, o valor da CE50 para Daphnia pulex foi maior na presenca
de sedimento devido a imobilizagdo do herbicida no sedimento, e deixou
disponivel apenas 59,5% da concentragdo do herbicida adicionado na agua
(JONSSON e MAIA, 1999). Os valores da CE50 do piramicarb para Daphnia
magna foi de 16 pg.L™® e 24 pg.L™? na auséncia e presenca de sedimento,
respectivamente, tornando-o menos disponivel para os organismos-testes (KUSK,
1996). Em estudos com o herbicida clamazone foram determinados valores de
CE50 equivalentes a 1,51 mg.L? e 11,28 mg.L' em sistemas sem e com
sedimento, respectivamente, onde o sedimento imobilizou 86,6% do herbicida
(JONSSON e MAIA, 1999). A presenca de sedimento diminuiu a
biodisponibilidade de triclorfon e sulfato de cobre para D. magna, D. similis e D.
laevis (ARAUCO et al. 2005).

6. Avaliacao de risco ambiental

A exposicdo da biota a estressores ambientais resulta em efeitos
ecologicos adversos, como mudangas na estrutura e caracteristicas funcionais de
uma populagdo. A probabilidade de ocorréncia destes efeitos € analisada por
meio da avaliacdo de risco ambiental, sendo a base para a determinacdo dos

efeitos adversos dos compostos quimicos tdxicos para 0S ecossistemas, que
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podem alterar a estrutura e a dindmica dos sistemas biol6gicos (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).

No Brasil, para introduzir um novo produto quimico no mercado agricola,
avalia-se o risco ambiental que o inseticida pode oferecer ao ambiente (IBAMA,
1996). Entretanto, para uso aquicola ainda néo foi estabelecida e aprovada uma
legislacdo especifica para o registro dos produtos toéxicos eficazes no controle
guimico, ndo sao obrigatorios os estudos de avaliacdo do risco ambiental e,
muitas vezes, 0s inseticidas sdo utilizados em concentracdes muito elevadas e

intoxicam organismos néo alvos no ambiente.

O uso inadequado dos produtos toxicos, geralmente excessivo, em
agricultura, aquicultura, ou no combate a vetores de doencas acentua a
contaminacdo ambiental e a ocorréncia de resisténcia dos organismos alvos
(PAIVA, 2006).

7

O risco ambiental € calculado por meio do quociente de risco (Q)
(GOKTEPE et al. 2004). O calculo do Q é feito por meio da divisdo do valor da
concentracdo ambiental estimada (CAE) de cada inseticida pelo valor de CE50
calculado nos testes de toxicidade aguda. As concentracdes limites também sao
obtidas, indicando a partir de qual concentracdo da substancia foi observado um
efeito estatisticamente significativo. Elas sado descritas como CEO (concentracdo
de efeito observado, sendo a menor concentracdo real da amostra que causa
efeito deletério estatisticamente significativo) e CENO (concentracéo de efeito ndo
observado, sendo a maior concentracdo real da amostra que ndo causa efeito
deletério estatisticamente significativo). A partir da média geométrica do CEO e
CENO calcula-se o valor cronico (VC).

7. Andlise de residuo

O uso de inseticidas leva a exposicdo de organismos aquaticos que
habitam aguas contaminadas. Nos ultimos anos, aumentou o interesse sobre os
efeitos que as substancias toxicas provocam em peixes. Estas atividades geram

residuos que podem atingir bacias hidrograficas, expondo animais aquaticos a
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altas concentracfes de substancias toxicas (PARMA de CROUX et al. 2002). A
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é utlizada para a
analise de residuo de sustancias téxicas em amostras dos componentes do

ambiente aquatico.

Residuos de DFB foram detectaveis sete dias apds a aplicacdo na agua.
Um dia ap6s a aplicacdo ocorreu dissipacdo de aproximadamente 52%, em
relacdo ao total das aplicacdes na agua (0,4 mg.L™). A partir do terceiro dia
ocorreu aumento na dissipacdo do inseticida na agua, com reducédo de 85% da
concentracgdo total aplicada. A concentragdo do DFB na dgua permaneceu estavel
do terceiro ao sétimo dia e os residuos ndo foram detectados ao décimo dia
(WINKALER, 2008).

Alguns fatores influenciam a quantidade de inseticida que atinge o meio
aguatico, como a lixiviagdo e o escoamento superficial (SILVA e FAY, 2004).
Processos de adsorcdo e dessorcdo também influenciam a persisténcia dos
inseticidas nos recursos hidricos, assim como a volatilizagéo, a biodegradacao, a
fotdlise e a hidrélise (DOUCETTE, 2003). A bioacumulacdo e a toxicidade de
inseticidas em organismos aquaticos também séo influenciadas pelos processos
de adsorcéo e dessorgcédo (JONES e HUANG, 2003).

O controle de residuos dos inseticidas no meio aquatico é fundamental
para o estabelecimento de medidas mitigadoras que controlem e/ou minimizem

intoxicacdes a flora e fauna viventes no local.

8. Lesdes histologicas em peixes

Alguns indicadores séo frequentemente utilizados na avaliacédo dos efeitos
causados por substancias toxicas nos organismos, como os danos relativos a
alteraces histoldgicas e morfolégicas nos 0ssos, rins, figado etc. As branquias de
peixes, por exemplo, sdo compostas por tecidos altamente sensiveis, que
apontam a presenca dos compostos irritantes a elas. De acordo com Wester e
Roghair (1994), o estudo histopatologico consegue indicar os efeitos adversos de

compostos quimicos em diversos O6rgdos de pequenos peixes utilizados
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experimentalmente em laboratorio. Tais estudos podem ser usados como uma

ferramenta util na avaliagcao de riscos dos inseticidas nos ambientes aquaticos.
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[ll. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1) Determinar a toxicidade aguda dos inseticidas diflubenzuron e temefos
para o0s peixes tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e mato grosso
(Hyphessobrycon eques), para a macrofita Lemna minor, e para o microcrustaceo

Daphnia magna, na presenca e auséncia de sedimento.

2) Determinar a toxicidade crénica dos inseticidas diflubenzuron e temefos
para o0s peixes tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e mato grosso
(Hyphessobrycon eques) e para a macrdéfita Lemna minor, na presenca e

auséncia de sedimento, e para Daphnia magna na auséncia de sedimento.

3) Classificar o diflubenzuron e o temefés pelo risco ambiental agudo e

avaliar o risco cronico para 0s organismos-testes.

4) Avaliar a concentracdo de residuos de diflubenzuron e temefés nas aguas
do teste de toxicidade aguda e crénica com tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),

e o0 potencial de lixiviacdo e escoamento superficial de ambos os larvicidas.

5) Verificar os efeitos tdéxicos dos inseticidas no figado e branquias de tilapia-

do-Nilo (Oreochromis niloticus) dos testes de toxicidade aguda.
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V. CAPITULO |

Avaliacao ecotoxicologica dos larvicidas diflubenzuron e

temefds para a macrofita Lemna minor

INTRODUCAO

O intenso desenvolvimento da agricultura, aquicultura e o combate a
vetores de doencas eleva o0 uso de inseticidas e, consequentemente, aumenta 0s
Impactos ambientais. Com a dindmica ambiental, estas substancias aplicadas em

diversas praticas atingem a rede hidrogréafica e intoxicam organismos aquaticos.

A contaminacdo do ambiente aquatico por inseticidas ocorre por meio de
escoamento superficial, lixiviacgdo ou decomposicdo quimica. Praticas
inadequadas de manejo agravam ainda mais esta situacdo, a qual deixa os

organismos aquaticos mais vulneraveis as enfermidades.

O diflubenzuron (DFB) € um larvicida amplamente aplicado na agricultura

em culturas de milho, tomate, algodao, trigo e citros (USEPA, 1997) e na

20

Caunesp



piscicultura para o controle de ectoparasitoses de peixes (FUJIMOTO et al. 1999).
Atualmente ele também é empregado no combate ao vetor da dengue, devido a
sua atividade inibidora de sintese de quitina em larvas de Aedes aegypti.

Outro inseticida largamente empregado em saude publica para o controle
de A. aegypti € o larvicida organofosforado temefés. No Brasil, ele € usado desde
1967 (MINISTERIO DA SAUDE, 1968), e ha diversos relatos de casos de
desenvolvimento de resisténcia de inseto a este produto devido o seu uso por

longos periodos.

Estudos de DFB e temefés sobre organismos aquaticos nao alvos ainda
sdo escassos, e a falta de informacdes da toxicidade destes larvicidas sobre o
ecossistema aquatico pode afetar a sobrevivéncia e 0 habitat dos organismos no

ambiente.

A avaliacdo da possibilidade da ocorréncia de desequilibrios ambientais
devido ao uso dos larvicidas DFB e do temefés em saude publica, agricultura e
aquicultura, e também a possibilidade de contaminacdo de ecossistemas
aguaticos, demanda a necessidade de estudos de avaliacdo da ecotoxicidade e

de risco ambiental para organismos nao alvos.

Alguns organismos sdo utilizados como bioindicadores de contaminacao
aquatica, por meio de testes realizados em laboratério. A macréfita Lemna minor
€ um bioindicador representante das angiospermas aquaticas, com alta
sensibilidade a alteracdes na agua. Estudos com estes organismos fundamentam
0 estabelecimento de medidas mitigadoras que controle e/ou minimize os efeitos

adversos sobre 0s ecossistemas.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi determinar a toxicidade aguda e
cronica dos inseticidas DFB e temefés para a macrdfita Lemna minor, na
presenca e auséncia de sedimento e classificar os dois larvicidas pelo risco agudo

e risco crbnico para os organismos-testes.
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MATERIAL E METODOS

Os testes de toxicidade aguda e crénica foram conduzidos no Laboratério
de Ecotoxicologia dos Agrotoxicos e Saude Ocupacional da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Os produtos comerciais utilizados foram o Diflubenzuron 25%

Champion® e o Temefés Fersol 1G®.

1. Cultivo dos organismos-testes

O cultivo da macrofita Lemna minor seguiu as especificagcdes da norma
Guideline 221 (OECD, 2002). Os exemplares da macrofita Lemna minor foram
obtidos do cultivo-estoque do laboratério, mantido em sala climatizada com
temperatura de 24 = 2°C. As plantas foram cultivadas em meio Hoagland (LI e
XIONG, 2004), com pH 5,8, composto de agua destilada reconstituida com
nutrientes. Para os testes, foram utilizadas as plantas que permaneceram no meio

de cultivo por sete dias (Figura 1).

Figura 1. Aspectos da colonizacdo da macrofita L. minor.
Fonte: http://www.aquapage.cz/Obrazky/Rostliny/Okrehek.jpg.

2. Testes de sensibilidade com substancia de referéncia

Testes de sensibilidade foram aplicados para avaliar a sanidade e

sensibilidade das macrofitas aos testes toxicoldgicos. A substancia de referéncia

22

Caunesp



utilizada para este teste foi o cloreto de sodio (NaCl) (CHASTINET e SILVA,
2000). As macrdfitas foram aclimatadas por quatro dias, em meio Hoagland e
agua destilada (75:25), com aeradores (Figura 2). Posteriormente, os testes foram
conduzidos com as concentracbes 0, 1, 3, 5, 7 e 10 g.L" de NaCl, com trés
repeticbes de cada tratamento e do controle. Foram utilizadas quatro col6nias
com trés frondes (folhas) cada coldnia, totalizando 12 frondes por recipiente, de
acordo com a norma Guideline 221 (OECD, 2002). As frondes foram selecionadas
pelo aspecto sanitario, nutricional e de tamanho homogéneo. Os recipientes-

testes utilizados foram frascos de vidro de 170 ml.

As parcelas experimentais foram compostas com volumes conhecidos do
meio de cultivo completados para 100 ml com as concentracfes testadas. Os
testes foram mantidos em sala climatizada sob fotoperiodo de 16 horas, a 24 +
2°C, por sete dias em sistema estéatico. A concentracdo de inibicdo média (CI50)

foi calculada em cada teste, assim como o limite superior (LS) e o limite inferior

(LI).

Figura 2. Aspectos de L. minor no cultivo e aclimatacgao.

3. Testes preliminares com os larvicidas

Apoés a verificacdo da sanidade e sensibilidade das macrofitas, foram
realizados testes preliminares na presenca e auséncia de sedimento com o0s

larvicidas, nas mesmas condi¢cdes descritas no item anterior, para estabelecer o
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intervalo de concentracdes dos inseticidas no meio de cultivo que causam o0s
efeitos de 0 e 100% de inibicdo do crescimento da L. minor (Figura 3).

Figura 3. Aspectos da montagem do teste preliminar de toxicidade aguda de DFB para L. minor.

Os testes na auséncia de sedimento foram realizados em recipientes de
170 ml, com volume final de 100 ml, e as plantas foram aclimatadas nos
recipientes por 24 horas antes do inicio do teste, com 50 ml de meio Hoagland.
Os testes na presenca de sedimento foram realizados em recipientes de 300 ml,
com volume final de 200 ml e 100 g de sedimento argiloso. O sedimento seco foi
pesado e colocado nos recipientes-testes 24 horas antes do inicio do ensaio com
100 ml de meio de cultivo, para ocorrer interacao entre as fases solo e agua. A
macrofita foi aclimatada por 24 horas na presenca do sedimento antes da adicéo

das solugdes contendo o inseticida.

4. Testes definitivos de toxicidade aguda com os larvicidas

Os testes definitivos foram realizados com as concentracdes 0, 20, 50, 80,

110, 140 e 170 mg.L™* de DFB e 0, 5, 15, 25, 35, 45 e 55 mg.L™ de temefés para
testes na auséncia de sedimento, e 0, 25, 75, 125, 175, 225, 275 e 325 mg.L™ de
DFB e 0, 15, 40, 60, 90, 115, 140 e 165 mg.L" de temefés para testes na
presenca de sedimento (Figura 4), com nove repeticdes de cada concentracdo e
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do controle. As condicbes experimentais foram as mesmas anteriores, com 12
frondes por recipiente. As avaliacbes dos efeitos dos larvicidas na formacao das
frondes foram realizadas nos 3°, 5° e 7° dias de teste, por meio da contagem das
frondes formadas. A taxa de crescimento relativa foi calculada com a seguinte
férmula proposta por Guillard (1979):

log, nf — log, ni
K = g2 ft g2

Onde:

K = taxa de crescimento diario;

Logonf = Logaritimo na base dois do nimero de frondes ao final do experimento;
Logzni = Logaritimo na base dois do numero de frondes no inicio do experimento;
t = tempo de incubacao (dias).

As variaveis fisico-quimicas da agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura
e condutividade elétrica) foram mensuradas ao longo dos testes.

Figura 4. Aspectos do teste de toxicidade aguda de temefés na auséncia e presenca de
sedimento para L. minor.

5. Testes de toxicidade crénica com os larvicidas

Os ensaios foram realizados de acordo com as normas da OECD (2002).
Foram mantidas as mesmas condi¢gbes dos testes descritos anteriormente, com
exposicdo dos organismos as concentracdes sub-letais 0, 1, 2, 9 e 19 mg.L™ de

DFB e 0; 0,2; 0,4; 2,0 e 4,0 mg.L" de temefés para testes na auséncia de
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sedimento, e 0, 1,5; 3,0; 14,5 e 29,0 mg.L™ de DFB e 0; 0,25; 0,5; 2,5 € 5,0 mg.L™
de temefOs para testes na presenca de sedimento, por um periodo de 14 dias,
com nove repeticoes de cada tratamento e do controle. A taxa de crescimento
relativa foi calculada com a férmula proposta por Guillard (1979), e os valores da
concentracéo de efeito ndo-observado (CENO), concentracao de efeito observado
(CEO) e valor cronico (VC) foram calculados.

As variaveis fisico-quimicas da agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura

e condutividade elétrica) foram mensuradas ao longo do teste.

6. Sedimento

O sedimento utilizado nos testes foi coletado da camada superficial do solo
em uma area natural localizada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
onde nunca foi aplicado qualquer inseticida e nao sujeita a descarte de residuos
de atividades antrépicas diretamente, de acordo com as normas da OECD (1995).
O solo foi peneirado e as composi¢cdes quimicas e granulométricas foram
determinadas no Departamento de Solos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias — Campus de Jaboticabal (Tabela 1).

26

Caunesp



Tabela 1. Analise fisica e quimica do sedimento argiloso.

Coqrzrl,):]is;zéo Valores co n;iziocsailgéo Valores
pH (CaCl,) 5,3 |Argila (g.kg?) 578
MO (g.dm™) 12,0 |Limo (g.kg™) 200
P (mg.dm?) 11,0 |Areia fina (g.kg™) 141
K (mmole.dm™) 1,3 |Areia grossa (g.kg™t) 81
CA (mmolc.dm™) 19,0 |Classe textural Argilosa
Mg (mmolc.dm™) 9,0
H + Al (mmol..dm?) 20,0
SB (mmol..dm™) 29,3
T (mmole.dm™) 49,3
V (%) 59,0

MO = Matéria Organica; H + Al = Hidrogénio + Aluminio; SB = Soma de Bases;
T = Capacidade de Troca de Cations; V = Porcentagem de saturacdo de bases.

7. Calculo da CI50, CENO, CEO e VC

Os dados obtidos nos testes de toxicidade aguda foram utilizados para
calcular os valores da CI50. Os valores de CI50 obtidos para L. minor foram
utilizados para classificar os inseticidas quanto ao potencial toxico para esta
espécie, de acordo com as classes toxicolégicas citadas por Zucker (1985)
(Tabela 2). Os valores de CENO e CEO foram obtidos estatisticamente, e o VC foi

calculado pela divisdo entre o CENO e o CEO.

Tabela 2. Classes dos valores de CI50 de acordo com Zucker (1985).

CI50 (mg.L™) Categoria

Cl<0,1 Extremamente toxico
0,1<CI<1,0 Altamente toxico
1,0<CI<10,0 Moderadamente tdxico
10,0 < Cl < 100,0 Ligeiramente toxico

Cl >100,0 Praticamente n&o-tdxico
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8. Risco de intoxicagcao ambiental

O risco de intoxicacdo ambiental dos larvicidas para os organismos-testes
foi determinado por meio do método do quociente (Q) (GOKTEPE et al. 2004). O
calculo do Q é feito por meio da divisdo do valor da concentragdo ambiental
estimada (CAE) de cada inseticida pelo valor de CI50 calculado nos testes de

toxicidade aguda.

A CAE é a concentracdo do inseticida aplicada em campo, de acordo com
as recomendacdes previstas pelo Ministério da Saude. Os valores da CAE
utilizados foram as concentracfes utilizadas para o controle de A. aegypti, de 0,25

mg.L™* para DFB e 1,0 mg.L™ para temefés.

O valor do Q, também denominado de quociente de risco (RQ), € um
ndamero puro, pois as unidades dos parametros se anulam na divisdo. As classes

de risco ambiental utilizadas foram alto risco, médio risco e baixo risco (Tabela 3).

Tabela 3. Classes dos valores de RQ de acordo com Goktepe et al. (2004).

Quociente de risco Classes
RQ>0,5 Alto risco
0,056 <RQ<0,5 Médio risco
RQ < 0,05 Baixo risco

9. Forma de analise dos resultados

As CI50 foram calculadas com o software Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al. 1977) e utilizadas para classificar os dois larvicidas pela

toxicidade aguda ao organismo-teste.

O risco ambiental foi estimado pelo método de comparacdo da CAE dos
dois inseticidas com os valores de CI50 e utilizado para classificar os dois

larvicidas pelo risco de intoxicacdo ambiental do organismo-teste.
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Para os valores de CENO e CEO, os dados foram analisados comparando-
se as médias da taxa de crescimento relativa de L. minor ao final dos testes. Para
isso, foram realizados testes de Pressuposi¢cdes para andlise de variancia dos
dados (Normalidade Cramer-von Mises, Homocedasticidade Brown Forsythe), e
aplicado o teste ANOVA, com nivel de significancia de 5%. Para a comparacao
entre médias de dados paramétricos foi aplicado o teste de Tukey, utilizando-se
programa de computacdo SAS 9.0 (2001).

Os dados dos parametros de agua foram analisados pelo Coeficiente de

Correlacéo de Pearson, com nivel de significancia a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de sensibilidade e toxicidade aguda com a
macrofita L. minor estdo contidos na Tabela 4. Por meio do teste de sensibilidade
com a substancia de referéncia NaCl verificou-se a sanidade e sensibilidade das

plantas aquaticas para prosseguir 0 uso nos testes toxicoldgicos.

Tabela 4. Concentracfes de inibicdo média, limites inferiores e limites superiores
de NaCl (g.L™") e dos larvicidas (mg.L™) nos testes de toxicidade aguda para L.
minor e classificacdo dos larvicidas DFB e temefés de acordo com as classes de
Zucker (1985).

Classificacao de

LI C150 LS Zucker
NaCl 3,8 4,0 4,3 -
DFB sem sed. 95,4 103,6 119,1 Praticamente n&o toxico
DFB com sed. 120,1 140,2 163,9 Praticamente n&o toxico
Temefds sem sed. 17,2 19,7 22,6 Ligeiramente téxico
Temefds com sed. 20,6 25,1 30,5 Ligeiramente téxico

Nos testes de toxicidade aguda na auséncia e presenca de sedimento, 0

temefés foi 52 e 5,6% mais toxico que o DFB para as macrdfitas,
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respectivamente (Figuras 5 e 6, Tabela 4). Estudos realizados com DFB também
obtiveram baixa toxicidade deste larvicida para L. minor, com CI50 de 459,50
mg.L* (SOUZA, 2008). O inibidor de crescimento de insetos teflubenzuron
também foi considerado pouco téxico para a L. minor, apresentando CI50 de
1176,16 mg.L* (MEDEIROS, 2008). Estudos com outros inseticidas
organofosforados relataram baixas CI50 de 1,24; 0,52 e 0,53 pg.L* de malation,
endosunfan e clorpirifos, respectivamente, para L. minor (MUNKEGAARD et al.
2008).

Figura 5. Diminuicdo do nimero de frondes nos testes de toxicidade aguda da menor para a maior

concentracao de DFB (A) e temefés (B) para L. minor.

Figura 6. Numero de frondes nos testes de toxicidade aguda na presenca de sedimento da menor

para a maior concentracéo de DFB (A) e temefds (B) para L. minor.

A menor toxicidade de larvicidas inibidores de crescimento de insetos as
macréfitas pode estar relacionada ao mecanismo de acao toxica do larvicida, que
nao interfere de modo relevante em plantas, pois a quitina ndo faz parte de seu
metabolismo e crescimento. J& o maior grau toxico de organofosforados pode ser
relacionado ao inseticida inibir a enzima citocromo P450 monooxigenase de
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Média do nimero de frondes

plantas, responsavel pela detoxificacdo de xenobidticos e degradacdo de
pesticidas (TARDIF e POWLES, 1999).

As enzimas citocromo P450 sdo heme-proteinas envolvidas na
biotransformacao de compostos quimicos em polares, tornando-0os mais solaveis
e mais faceis de serem eliminados do organismo (TESTA e JENNER, 1976).
Entretanto, os organofosforados apresentam grupos tio-fosfatos sujeitos a
dessulfuracdo oxidativa por estas enzimas, 0 que resulta em compostos de
enxofre reativos. Estes enxofres ligam-se covalentemente a proteina cisteina das
enzimas, o grupo heme ¢é liberado e a enzima é inativada (DECKER e DOERGE,
1992; KYLE, 2005).

Comparando-se os testes agudos de DBF e temefés com e sem
sedimento, verifica-se que a presenca do solo influencia na biodisponibilidade do
inseticida para as macrdfitas, evidenciado pela menor acdo tdxica do produto

quando adicionado ao teste com sedimento.

Testes onde havia sedimento, as CI50 foram 35,3% e 27,4% maiores nos
tratamentos de DFB e temefds, respectivamente, em comparagdo com O0sS
tratamentos sem sedimento (Figura 7). Estudos realizados com DFB também
obtiveram maior acdo toxica deste larvicida para L. minor em testes sem
sedimento (CI50 de 459,50 mg.L™) quando comparada com testes com sedimento
(CI50 de 698,25 mg.L™) (SOUZA, 2008).
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Figura 7. Comparacao das médias do nimero de frondes de L. minor no 7° dia de avaliagao. A:
Comparacdo das CI50 entre testes de DFB na presenca e auséncia de sedimento. B:
Comparacao das CI50 entre testes de temefos na presenca de auséncia de sedimento.
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O menor crescimento inicial de macrofitas no controle de testes com
sedimento pode ser devido ao baixo pH do solo (5,3) (Figura 8). A reducéo da
acao toxica dos larvicidas para as macrofitas pode ser relacionada com o alto
coeficiente de adsorcdo do temefés (10.000 l.kg?) e do DFB (18.250 lkg™).
Entretanto, a menor acao téxica nao foi suficiente para mudar a classificacao dos

larvicidas quanto as classes de Zucker (1985).
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Figura 8. Comparagdo das médias do nimero de frondes de L. minor no momento inicial do teste
até o 7° dia de avaliacdo. A: Teste de toxicidade aguda de DFB sem sedimento. B: Teste
de toxicidade aguda de DFB com sedimento. C: Teste de toxicidade aguda de temefés

sem sedimento. D: Teste de toxicidade aguda de temefés com sedimento.

De acordo com a classificacao de Zucker (1985), o larvicida DFB classifica-
se como praticamente nao toxico na auséncia e presenca de sedimento (CI50 >

100,0 mg.L™), diferentemente do temefés, que se classifica como ligeiramente
32

Caunesp



toxico para as macrdfitas (10,0 < CI50 < 100,0 mg.L™") em ambos os testes
(Tabela 4). Outros estudos realizados com DFB (SOUZA, 2008) e teflubenzuron
(MEDEIROS, 2008) também obtiveram a classificacdo de praticamente nao toxico

para L. minor.

O risco de intoxicagdo ambiental calculado pelo método do quociente,
obtido para ambos os larvicidas, foi de baixo risco (RQ < 0,05), exceto para
temefés na auséncia de sedimento, classificado como de médio risco para este
organismo-teste (0,05 < RQ < 0,5). Entretanto, ressalta-se que o valor de RQ de
temefds em testes com sedimento foi extremamente proximo da classe de médio
risco (Tabela 5). A concentracdo ambiental estimada (CAE) utilizada para o
célculo foi a recomendada pelo Ministério da Saude para o uso contra larvas de
Aedes aegypti (DFB: 0,25 mg.L™?, temefés: 1,0 mg.L™).

Tabela 5. Classificacado dos larvicidas quanto ao risco de intoxicagcdo ambiental

para L. minor, de acordo com os testes agudos realizados com e sem sedimento.

DFB sem DFB com Temefdos sem  Temefds com
sedimento sedimento sedimento sedimento
RQ 0,002 0,002 0,051 0,047
Classificacdo baixo risco baixo risco médio risco baixo risco

Em relacdo aos testes de toxicidade crbnica, ndo ocorreu diferenca
significativa no crescimento de frondes ao longo do tempo em testes com DFB, na
presenca e auséncia de sedimento (p>0,05). Para o larvicida temefds, houve
diminuicdo significativa do crescimento de frondes da menor para a maior
concentracdo em testes cronicos na auséncia de sedimento (p<0,05). Entretanto,

este decréscimo nao ocorreu no teste com sedimento (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Média do crescimento final de frondes ao longo das concentracdes nos testes de
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toxicidade cronica de DFB e temefds para a macrofita L. minor. As pressuposi¢cfes para
a analise de variancia foram satisfeitas (Teste de Homocedasticidade Brown Forsythe
F=0,16 e p=0,9556 para DFB, F=0,35 e p=0,8409 para DFB com sedimento, F=0,35 e
p=0,8402 para temefos e F=0,49 e p=0,7460 para temefés com sedimento; Teste de
Normalidade dos Erros Cramer-von Mises wsq=0,07 e p=0,2418 para DFB, wsg=0,05 e
p>0,2500 para DFB com sedimento, wsq=0,06 e p>0,2500 para temefds e wsq=0,08 e
p=0,2160 para temefés com sedimento). a - c: comparacdo entre médias das
concentracdes. Teste de Tukey com nivel de significAncia a 5%: DFB: F=0,14 e
p=0,9604. Temefds: F=3,39 e p=0,05270. DFB com sedimento F=0,93 e p=0,4855.
Temefos com sedimento: F=0,92 e p=0,4904.

A taxa de crescimento relativa das frondes diminuiu significativamente
(p<0,05) com o aumento das concentracBes de temefés e DFB nos testes de
toxicidade aguda na auséncia e presenca de sedimento (Figura 10). Testes
realizados com propanil também diminuiram a taxa de crescimento das frondes
de L. minor (MITSOU et al. 2006). Souza (2008) e Medeiros (2008) indicaram
diminuicdo da taxa de crescimento de L. minor com o aumento de concentracdes

de DFB e teflubenzuron, respectivamente.

34

Caunesp



0,48 -

0,00

Taxa de crescimento relativa

0,48 -

Taxa de crescimento relativa

0,00

0,40 -
032 -
0,24 -
0,16 -

0,08 -

0,48 -
0,40 | -a

032 - ab
024 -

0,16 -

0,08 -

0,40 -
0,32 A
0,24
0,16 -

0,08 A

0,00

Taxa de crescimento relativa

0 20 50 80 110 140 170

o
[63]
=
(6]
N
a1
w
(6]
S
[62]

Concentragdo DFB [mg.L™Y] Concentracao temefés [mg.L"]

0,48 -
0,40 -

ab @b p 032 -

bC
0,24 -
0,16 -
de
0,08 -

o
Taxa de crescimento relativa

0,00 : . . : €

0 25 75 125 175 225 275 325

o

Concentragdo DFB [mg.L?] Concentragéo temefés [mg.L?]

Figura 10. Taxa de crescimento relativa de frondes ao longo das concentragBes nos testes de

toxicidade aguda na auséncia e presenca de sedimento para a macrofita L. minor. A-B:
DFB e temefds na auséncia de sedimento, respectivamente. C-D: DFB e temefds na
presenca de sedimento, respectivamente. As pressuposi¢cbes para a analise de
variancia foram satisfeitas (Teste de Homocedasticidade Brown Forsythe F=0,23 e
p=0,9203 para A; F=0,52 e p=0,7226 para B; F=0,25 e p=0,8233 para C e F=0,43 e
p=0,7230 para D; Teste de Normalidade dos Erros Cramer-von Mises wsq=0,07 e
p=0,2382 para A; wsq=0,03 e p>0,2500 para B; wsg=0,07 e p=0,2832 para C e
ws(q=0,05 e p>0,2500 para D). a - e: comparacao entre médias das concentracfes para
cada produto testado. Teste de Tukey com nivel de significAncia a 5%: F=5,36 e
p=0,0050 para A; F=66,93 e p<0,0001 para B; F=43,72 e p<0,0001 para C; F=74,43 e
p<0,0001 para D.

Apesar da acdo dos inseticidas inibidores de quitina ndo ser especifica

para plantas, a reducdo da taxa de crescimento das macrdéfitas pode ser

relacionada a algum fator fisiologico da planta, que em funcdo da presenca do

larvicida, priva-se do crescimento na tentativa de responder a detoxificacdo desse
produto (DE LA VEGA SALAZAR et al. 1997).
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Para os testes de toxicidade cronica, houve diminuigc&o significativa na taxa
de crescimento relativa apenas para temefos na auséncia de sedimento (p<0,05)
(Figura 11).

Os valores calculados de CENO e CEO foram baseados na taxa de
crescimento relativa das frondes dos testes cronicos, para verificar os limites de
concentracbes dos larvicidas que causam ou nao efeitos deletérios para a

macrofita.

Para DFB estes valores ndo foram encontrados, pois estatisticamente nao
houve diferenca significativa na taxa de crescimento relativa da macrdfita. Para
temef6s, os valores de CENO e CEO foram 0,4 e 2,0 mg.L™, com valor cronico de
1,2 mg.L™

A CAE recomendada pelo Ministério da Saude para temefos e utilizada em
campo é de 1 mg.L™?, valor 2,5 vezes superior & maior concentracéo do larvicida

que n&o provoca efeito significativamente deletério para L. minor (0,4 mg.L™).

0,82 0,74
0,80 0,72 B
o8 _ 0,70
S S 068
x 0,76 @
O O 0,66
F o074
0,64
0,72
, 0,62
c
0,70 0,60
0 10 15 20 30 94 145 18,7 290 0 0,2 0,3 0,4 0,5 2,0 25 40 5,0
Concentragéo (mg.L?) Concentragdo (mg.L?)

DFB —— DFB sed. | | Temefés = = = = Temef6s sed. |

Figura 11. Taxa de crescimento relativa dos testes de toxicidade crbénica de L. minor na presenca
e auséncia de sedimento para DFB e temefds. As pressuposi¢Bes para a analise de
varidncia foram satisfeitas (Teste de Homocedasticidade Brown Forsythe F=0,33 e
p=0,8235 para DFB; F=0,42 e p=0,7968 para DFB com sedimento; F=0,32 e p=0,7006
para temefés e F=0,39 e p=0,8975 para temefés com sedimento; Teste de Normalidade
dos Erros Cramer-von Mises wsq=0,07 e p=0,2222 para DFB; wsg=0,04 e p>0,2500
para DFB com sedimento; wsq=0,03 e p>0,2500 para temefés e wsq=0,03 e p>0,2500
para temefds com sedimento). a-c: comparacdo entre médias das concentracdes.
Teste de Tukey com nivel de significancia a 5%: DFB: F=0,33 e p=0,8523. Temefos:
F=10,43 e p=0,0110. DFB com sedimento: F=0,10 e p=0,9838. Temefés com
sedimento: F=2,45 e p=0,1897.
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A qualidade da &gua foi avaliada ao longo dos testes de toxicidade de L.
minor. Os dados de temperatura ndo foram avaliados com o Coeficiente de
Correlacdo de Pearson, pois as salas de ensaio sao climatizadas, com
temperatura e umidade do ambiente aferidas diariamente. Variacbes baixas de
temperatura podem ser relacionadas com a presenca, entrada e saida de
pessoas da sala de ensaio. Entretanto, as medidas foram realizadas ao longo dos
testes para detectar possiveis mudancas bruscas que poderiam afetar a

veracidade dos resultados.

Em relagdo aos testes agudos com o larvicida DFB, a condutividade
elétrica, o pH e o OD da agua diminuiram com o aumento das concentracdes nos
testes sem sedimento, sendo significativo (p<0,05) quanto aplicado o Teste de

Correlacdo de Pearson (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentrac6es de DFB

Caunesp

entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade aguda sem sedimento para L.
minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,7678 e
p<0,0001 para 0 hora; r=-0,9903 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,9890 e p<0,0001 para
5° dia; r=-0,9653 e p<0,0001 para 7° dia; C: r=-0,9507 e p<0,0001 para O hora; r=-
0,9502 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,8089 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,6073 e
p<0,0001 para 7° dia; D: r=-0,5941 e p<0,0001 para O hora; r=-0,9231 e p<0,0001
para 3° dia; r=-0,9486 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,8736 e p<0,0001 para 7° dia.
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Figura 13. Variacdo dos pardmetros da qualidade de dgua ao longo das concentracbes de DFB
entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade aguda com sedimento para L.
minor. Teste de Coeficiente de Correlagdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,7812 e
p<0,0001 para 0 hora; r=-0,7996 e p<0,0001 para 3° dia; r=0,5908 e p<0,0001 para 5°
dia; r=0,7930 e p<0,0001 para 7° dia; C: r=-0,9052 e p<0,0001 para 0 hora; r=-0,9120 e
p<0,0001 para 3° dia; r=-0,2216 e p=0,0614 para 5° dia; r=-0,1847 e p=0,1203 para 7°
dia; D: r=-0,7478 e p<0,0001 para 0 hora; r=-0,8199 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,8326
e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,7206 e p<0,0001 para 7° dia.

Testes cronicos de DFB apresentaram diminuicdo dos parametros
condutividade elétrica, pH e OD a partir do 7° dia nas maiores concentracdes na
presenca e auséncia de sedimento, como também ocorreu nos testes agudos
(Figuras 14 e 15). Mesmo em baixas concentracdes, a presenca do larvicida DFB

influenciou os parametros mensurados.
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Figura 14. Variacdo dos parametros da qualidade de 4gua ao longo das concentracdes de DFB
entre os dias de avaliagdo dos testes de toxicidade crbnica sem sedimento para L.
minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,9826 e
p<0,0001 para 0 hora; r=-0,9738 e p<0,0001 para 1° dia; r=-0,9832 e p<0,0001 para 3°
dia; r=-0,9639 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,9180 e p<0,0001 para 7° dia; r=-0,8310 e
p<0,0001 para 10° dia; r=-0,9170 e p<0,0001 para 12° dia; r=-0,7634 e p<0,0001 para
14° dia; C: r=-0,2278 e p=0,1323 para 0 hora; r=-0,5246 e p=0,0002 para 1° dia; r=-
0,0686 e p=0,6544 para 3° dia; r=-0,4637 e p=0,0013 para 5° dia; r=-0,9214 e p<0,0001
para 7° dia; r=-0,9254 e p<0,0001 para 10° dia; r=-0,9038 e p<0,0001 para 12° dia; r=-
0,9723 e p<0,0001 para 14° dia; D: r=-0,6191 e p<0,0001 para O hora; r=-0,2685 e
p=0,0745 para 1° dia; r=-0,8631 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,8895 e p<0,0001 para 5°
dia; r=-0,9436 p<0,0001 para 7° dia; r=-0,9426 e p<0,0001 para 10° dia; r=-0,8912 e
p<0,0001 para 12° dia; r=-0,9860 e p<0,0001 para 14° dia.
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Figura 15. Variacao dos parametros da qualidade de dgua ao longo das concentracdes de DFB
entre os dias de avaliac@o dos testes de toxicidade crbnica com sedimento para L.
minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,9971 e
p<0,0001 para 0 hora; r=-0,9898 e p<0,0001 para 1° dia; r=-0,9871 e p<0,0001 para
3° dia; r=-0,9898 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,9801 e p<0,0001 para 7° dia; r=-0,9520
e p<0,0001 para 10° dia; r=-0,9160 e p<0,0001 para 12° dia; r=-0,8302 e p=0,0001
para 14° dia; C: r=0,2413 e p=0,3862 para 0 hora; r=-0,1869 e p=0,5047 para 1° dia;
r=-0,0804 e p=0,7757 para 3° dia; r=-0,3191 e p=0,2464 para 5° dia; r=-0,6029 e
p=0,0174 para 7° dia; r=-0,0963 e p=0,7327 para 10° dia; r=-0,0963 e p=0,7327 para
12° dia; r=-0,6401 e p=0,0102 para 14° dia; D: r=0,4183 e p=0,1207 para O hora; r=-
0,7735 e p=0,0007 para 1° dia; r=-0,7499 e p=0,0013 para 3° dia; r=-0,2382 e
p=0,3926 para 5° dia; r=-0,7884 p=0,0005 para 7° dia; r=-0,8661 e p<0,0001 para 10°
dia; r=-0,8774 e p<0,0001 para 12° dia; r=-0,7970 e p=0,0004 para 14° dia.

O inibidor de sintese de quitina teflubenzuron também causou diminuicéo

do valor do oxigénio dissolvido da &gua, que variou entre 2,63 mg.L™ no controle
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e 0,73 mg.L™ em 1000 ppm do produto apds 48 horas de exposicdo (IKEFUTI et
al. 2011).

O decréscimo de oxigénio disponivel no sistema pode ser relacionado com
a maior quantidade de macrofitas em decomposicdo nas maiores concentracées
dos larvicidas. A decomposicdo aeroObica, realizada por microorganismos,
consome oxigénio dissolvido da agua e, como resultado de seu metabolismo,
libera diéxido de carbono. Altas quantidades de CO, tendem a diminuir o pH
(ESTEVES, 1998).

A influéncia do pH sobre o0s ecossistemas aquaticos naturais ocorre
diretamente sobre a fisiologia das diversas espécies. Efeitos indiretos também
podem contribuir na solubilidade de nutrientes, e precipitacdo de elementos

guimicos toxicos, como metais pesados (PIVELI e KATO, 2005).

Com relacdo ao larvicida temefés, em testes agudos na presenca e
auséncia de sedimento, houve correlacdo negativa com os parametros pH e OD,
entretanto, para condutividade elétrica, a correlacao foi positiva em testes sem e

com sedimento (p<0,05) (Figuras 16 e 17).

O organofosforado temefés aumentou a condutividade elétrica, enquanto o
DFB diminui este parametro. O decréscimo no valor de pH também pode ser
correlacionado com o decréscimo de OD, devido a maior quantidade de
macréfitas em decomposicdo nas maiores concentracdes dos larvicidas e,
consequentemente, maior consumo de oxigénio dissolvido e liberacdo de dioxido
de carbono. O acumulo de gases de di6éxido de carbono e acido carbodnico
aumenta a quantidade de fons H" no sistema, tornando-o mais acido (ESTEVES,
1998).
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Figura 16. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracbes de

Caunesp

temefds entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade aguda sem sedimento
para L. minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=0,1128
e p=0,3788 para 0 hora; r=0,7045 e p<0,0001 para 3° dia; r=0,7232 e p<0,0001 para
5° dia; r=0,5767 e p<0,0001 para 7° dia; C: r=-0,4731 e p<0,0001 para O hora; r=-
0,5629 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,7810 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,7870 e
p<0,0001 para 7° dia; D: r=0,2181 e p=0,0859 para 0 hora; r=-0,4774 e p<0,0001 para
3° dia; r=-0,5448 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,7929 e p<0,0001 para 7° dia.
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Figura 17. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracbes de
temefds entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade aguda com sedimento
para L. minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=0,9505
e p<0,0001 para 0 hora; r=0,9207 e p<0,0001 para 3° dia; r=0,8684 e p<0,0001 para
5° dia; r=-0,5128 e p<0,0001 para 7° dia; C: r=-0,2462 e p=0,0371 para 0 hora; r=-
0,0903 e p=0,4507 para 3° dia; r=0,1032 e p=0,3885 para 5° dia; r=-0,5858 e
p<0,0001 para 7° dia; D: r=-0,7951 e p<0,0001 para O hora; r=-0,8753 e p<0,0001
para 3° dia; r=-0,8915 e p<0,0001 para 5° dia; r=-0,8695 e p<0,0001 para 7° dia.

Nos testes cronicos de temefds, ndo houve correlacéo significativa entre a
condutividade elétrica e as concentracdes na auséncia de sedimento (p>0,05).
Contudo, na presenca de sedimento, este parametro aumentou com o aumento
das concentragcdes a partir do 10° dia (p<0,05). Houve correlacdo negativa
significativa entre a reducdo de pH e o aumento das concentracdes (p<0,05)
(Figura 18 e 19), assim como ocorreu para o larvicida DFB, devido a diminuicao

da quantidade de OD disponivel na agua e consequente acidificacdo do meio.

Mesmo em baixas concentragcdes, ambos os larvicidas alteraram a
condutividade elétrica e, indiretamente, os parametros OD e pH, com a provavel
diminuicéo da taxa de fotossintese.
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Figura 18. Variacdo dos parametros da qualidade de &gua ao longo das concentracdes de
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temefds entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade crbnica sem sedimento
para L. minor. Teste de Coeficiente de Correlagdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,4712
e p=0,0762 para 0 hora; r=-0,0928 e p=0,7423 para 1° dia; r=-0,2296 e p=0,4103 para
3° dia; r=-0,3178 e p=0,2483 para 5° dia; r=-0,3356 e p=0,2213 para 7° dia; r=-0,4036
e p=0,1358 para 10° dia; r=-0,6353 e p=0,0109 para 12° dia; r=0,2410 e p=0,3869
para 14° dia; C: r=0,0059 e p=0,9833 para 0 hora; r=-0,3578 e p=0,1904 para 1° dia;
r=0,0253 e p=0,9286 para 3° dia; r=-0,7882 e p=0,0005 para 5° dia; r=-0,6011 e
p=0,0178 para 7° dia; r=-0,0752 e p=0,7898 para 10° dia; r=-0,5302 e p=0,0421 para
12° dia; r=0,5725 e p=0,0257 para 14° dia; D: r=0,2889 e p=0,2964 para 0 hora; r=-
0,7166 e p=0,0026 para 1° dia; r=-0,9477 e p<0,0001 para 3° dia; r=-0,9018 e
p<0,0001 para 5° dia; r=-0,5107 e p=0,0517 para 7° dia; r=-0,4993 e p=0,0581 para
100 dia; r=0,1361 e p=0,6287 para 12° dia; r=0,8269 e p=0,0001 para 14° dia.
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Figura 19. Variacdo dos parédmetros da qualidade de agua ao longo das concentracbes de
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temefds entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade crbénica com sedimento
para L. minor. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,1558
e p=0,5792 para 0 hora; r=-0,1449 e p=0,6064 para 1° dia; r=-0,0639 e p=0,8211 para
3° dia; r=0,2303 e p=0,4089 para 5° dia; r=0,4861 e p=0,0662 para 7° dia; r=0,6265 e
p=0,0125 para 10° dia; r=0,6180 e p=0,0141 para 12° dia; r=0,3151 e p=0,2526 para
14° dia; C: r=-0,3633 e p=0,1832 para 0 hora; r=-0,4089 e p=0,302 para 1° dia; r=-
0,2316 e p=0,4062 para 3° dia; r=0,0141 e p=0,9602 para 5° dia; r=-0,6277 e
p=0,0122 para 7° dia; r=0,1099 e p=0,6966 para 10° dia; r=0,0484 e p=0,8641 para
12° dia; r=-0,1527 e p=0,5869 para 14° dia; D: r=-0,6932 e p=0,0042 para 0 hora; r=-
0,8265 e p=0,0001 para 1° dia; r=-0,8073 e p=0,0003 para 3° dia; r=-0,8473 e
p<0,0001 para 5° dia; r=-0,9262 e p<0,0001 para 7° dia; r=-0,7291 e p=0,0020 para
100 dia; r=-0,9342 e p<0,0001 para 12° dia; r=-0,7798 e p=0,0006 para 14° dia.
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CONCLUSAO

Este estudo indica que o larvicida temefdos tem maior acédo téxica que o
DFB para L. minor. A CI50 do organofosforado temefés é 19,7 e 25,1 mg.L™ na
auséncia e presenca de sedimento, respectivamente, e a CI50 de DFB é 103,6 e

140,2 mg.L™" na auséncia e presenca de sedimento, respectivamente.

Em testes agudos na presenca de sedimento o crescimento de frondes é
maior. Contudo, a taxa de crescimento relativa da macrofita nas maiores

concentracdes é menor.

O DFB classifica-se como praticamente ndo toxico para L. minor, com
baixo risco de intoxicacdo ambiental, enquanto o temefés é ligeiramente téxico,

com médio risco de intoxicacdo ambiental para a macrdfita.

Testes cronicos apresentaram efeitos deletérios apenas com temefos e na
auséncia de sedimento, e baixas concentragbes de DBF nao provocam efeitos
adversos, mesmo quando as macrofitas sdo expostas ao produto por periodo

prolongado.
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V. CAPITULO I

Avaliacao ecotoxicologica dos larvicidas diflubenzuron e
temefos para peixes

INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sao fundamentais para a vida na Terra.
Entretanto, o aumento das atividades antropicas causa diversos impactos
ambientais, tornando estes ambientes cada vez mais improprios para 0 uso

humano e para a sobrevivéncia das espécies em seu habitat nativo.

O desequilibrio ambiental pode ter diversas origens, como de atividades
industriais, urbanas e/ou agricolas, e o controle dos pontos de entrada de
poluentes é baixo, por serem difusos e dependerem de outros fatores, como
chuvas, temperaturas, ventos (ESTEVES, 1998). Um importante poluente destas

atividades antropicas sdo os inseticidas.
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Grandes parcelas das comunidades bidticas sdo afetadas direta e
indiretamente pelos poluentes, como por exemplo, com a contaminacdo de solos
e lencgois fredticos. Outra parcela que sofre varios danos com o uso dos
inseticidas sdo o0s organismos aquaticos. O nicho ecolégico destes ambientes é
diretamente afetado, e a sobrevivéncia das espécies ali presentes torna-se
ameacada.

A intensificacdo das atividades agricolas e urbanas, com fins lucrativos ou
de saneamento basico, requer maior demanda de inseticidas e, por conseguinte,
causa maior impacto ambiental. Dois inseticidas frequentemente usados em tais
atividades séo o diflubenzuron (DFB) e o temefds, ambos larvicidas. Nos ultimos
tempos, ambos vém sendo muito usados no combate ao vetor da dengue, uma

doenca epidemioldgica de origem asiatica.

O organofosforado temefds age na inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
ligando-se ao seu sitio ativo, impedindo a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), o que provoca acumulo de ACh nas terminacdes nervosas,
sinapses aleatorias e espasmos musculares, até a paralisia do inseto
(MADDRELL, 1980). J4 o DFB atua na sintese de quitina, impedindo a ecdise das
larvas de A. aegypti (MARTINS e SILVA, 2004).

No uso em saude publica, agricultura e em aquicultura, os larvicidas DFB e
temefés contém determinado risco de intoxicagdo dos organismos ndo alvos.
Entretanto, a ecotoxicidade destes inseticidas para estes organismos ainda é
pouco estudada. Objetivou-se neste trabalho determinar a toxicidade aguda e
cronica dos inseticidas DFB e temefés para os peixes tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) e mato grosso (Hyphessobrycon eques), na presenca e auséncia de
sedimento, e classificar os dois larvicidas pelo risco agudo e risco crénico para 0s

organismos-testes.

MATERIAL E METODOS

Os testes de toxicidade aguda e cronica foram conduzidos no Laboratorio

de Ecotoxicologia dos Agrotoxicos e Saude Ocupacional da Faculdade de
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Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Os produtos comerciais utilizados foram o Diflubenzuron 25%

Champion® e o Temefés Fersol 1G®.

1. Criacéo e aclimatacao dos organismos-testes

Os peixes da espécie H. eques foram criados no Nucleo de Estudos e
Pesquisas Ambientais em Matologia da FCAV/ UNESP, campus de Jaboticabal, e
os da espécie O. niloticus foram obtidos do setor de Tilapicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP, campus de Jaboticabal. A aclimatacdo dos animais
ocorreu durante 15 dias em tanques de 500 litros de capacidade. Os tanques
foram abastecidos com agua de poco artesiano, renovacao e aeracao constante e
0os animais alimentados diariamente com ragdo comercial (Polinutri®, 32% de

proteina bruta).

Posteriormente, um lote homogéneo de peixes foi transferido para o
Laboratorio de Ecotoxicologia e Saude Ocupacional da FCAV/UNESP, campus de
Jaboticabal, e aclimatados durante 10 dias em reservatorio de 250 litros em sala
climatizada com a temperatura ajustada em 27 £ 2°C. A aeracéao e o fluxo de agua
foram mantidos constantes. Diariamente, 0os peixes mortos foram retirados e 0s

detritos precipitados no fundo do tanque foram sifonados (Figura 20).

Figura 20. Exemplares dos peixes O. niloticus (A) e H. eques (B).

B: Fonte: http://www.aquaportail.com/aquabdd/photos/hyphessobrycon-eques.jpg.
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2. Testes de sensibilidade com a substancia de referéncia

Os testes sensibilidade foram realizados com cloreto de potassio (KCI), de
acordo com a norma NBR 15088:2004 (ABNT, 2004). Para o controle da
sensibilidade e sanidade dos organismos apds o periodo de aclimatacdo, os
peixes foram expostos as concentracées 0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 g.L™ de KCI para
mato grosso e 0, 1, 2, 3, 4 e 5 g.L™* para tilapia, com trés repeticbes de cada
tratamento e do controle. Os testes foram conduzidos em sistema estatico durante
24 horas, a 27 £ 2°C, com fotoperiodo de 16 horas, sem alimentacdo, em frascos
de vidro de 6 litros com volume final de 3 litros das solu¢fes-teste. Cada réplica
recebeu 3 peixes com aproximadamente 1 g cada, totalizando 3 gramas por
recipiente-teste. Os testes foram realizados com alevinos de tilapia-do-Nilo e
adultos de mato grosso. A concentragdo letal média (CL50) foi calculada para o

teste, assim como o limite superior (LS) e o limite inferior (LI).

3. Testes preliminares com os larvicidas

Os testes preliminares com os dois larvicidas foram conduzidos nas
mesmas condicdes do teste de sensibilidade, na auséncia e presenca de
sedimento, para se determinar a menor concentragcdo que causa 100% de

mortalidade e a maior concentracédo que causa 0% de mortalidade dos peixes.

Em testes na auséncia de sedimento, os peixes foram aclimatados por 24
horas nos recipientes-testes com 2 litros de 4gua, e ap0s este periodo, foram
adicionados os larvicidas, com volume final de 3 litros de solug&o-teste. Nos
testes na presenca de sedimento, o solo foi mantido nos recipientes com 2 litros
de agua, por 24 horas, para ocorrer interacdo entre solo e agua, e posteriormente
os larvicidas foram adicionados, totalizando 3 litros de solucéo-teste. Os peixes
foram adicionados somente apds 24 horas, a fim de que ocorresse interagdo solo

e larvicida. Para cada repeticdo pesou-se 900 g de sedimento seco.
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A cada 24 horas foi observada a mortalidade dos peixes e registradas as
variaveis fisico-quimicas da éagua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura e

condutividade elétrica), durante 48 horas de teste.

4. Testes definitivos de toxicidade aguda com os larvicidas

Os testes definitivos foram realizados sob as mesmas condicOes
experimentais dos testes anteriores, com nove repeticdes de cada tratamento e
do controle. As concentragbes para mato grosso foram O, 1, 5, 10, 12, 14 e 16
mg.L™" para DFB e 0, 5, 7, 9, 11, 13 e 15 mg.L™ para temefés nos testes sem
sedimento, e 0, 2, 6, 11, 13, 15 e 17 mg.L'1 para DFB e 0, 5, 15, 25, 35, 45 e 55
mg.L ™ para temefés nos testes com sedimento (Figura 21). Para os testes com
tilapia, as concentracdes foram: 0, 1, 3, 5, 10, 14 e 16 mg.L™ para DFB e 0, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 mg.L™" para temefés para testes sem sedimento, e 0, 5, 12, 18, 22,
31 e 55 mg.L" para DFB e 0, 5, 10, 15, 20 e 25 mg.L™ para temefés para testes

com sedimento.

A mortalidade dos peixes foi observada a cada 24 horas, no periodo de 48
horas, com subsequente registro das variaveis fisico-quimicas da agua (pH,

oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade elétrica).

Figura 21. Aspectos dos testes de toxicidade aguda na auséncia (A) e presenca de sedimento (B)
para H. eques.
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5. Testes de toxicidade crénica com os larvicidas

O experimento foi realizado nas mesmas condicdes dos testes de
sensibilidade. As concentracdes dos larvicidas para mato grosso foram 0; 0,02;
0,04; 0,2 e 0,4 mg.L™ para DFB e 0; 0,08; 0,16; 0,8 e 1,6 mg.L™ para temefés em
testes sem sedimento, e 0; 0,05; 0,09; 0,5 e 0,9 mg.L™ para DFB e 0; 0,06; 0,13;
0,65 e 1,3 mg.L" para temefés em testes com sedimento. Para tilapia as
concentracOes foram de 0; 0,07; 0,13; 0,67 e 1,34 mg.L'1 para DFB e 0; 0,07; 0,1,
0,5 e 1,0 mg.L™" para temefés em testes sem sedimento, e 0; 0,08; 0,15; 1,22 e
4,40 mg.L™" para DFB e 0; 0,08; 0,1; 1,5 e 3,0 mg.L™ para temefés em testes com

sedimento.

Os testes foram realizados com nove repeticbes do tratamento e do
controle, sendo utilizados 5 alevinos por repeticdo, com oxigenagdo constante
(Figura 22). O tempo de exposicao ao produto foi de 7 dias, com avalia¢cdes no 1°,
3° 5 ° e 7° dias. Os peixes foram alimentados com racdo extrusada logo apos
cada periodo de avaliacdo, seguido de sifonagem do excedente e de excretas, em

sistema estatico.

As variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura, condutividade elétrica,
pH e oxigénio dissolvido) foram aferidas ao longo dos dias. A cada avaliagéo, os
animais mortos foram retirados dos aquérios. Ao final do teste foi avaliada a
longevidade e o crescimento dos organismos por meio da pesagem inicial e final
doa peixes (ABNT, 2007).

Figura 22. Aspectos do teste de toxicidade cronica para H. eques.
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6. Sedimento

Os sedimentos utilizados nos testes foram coletados da camada superficial
do solo em area localizada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
onde nunca foi aplicado qualquer inseticida e ndo sujeita a descarte de residuos
de atividades antropicas diretamente, de acordo com as normas da OECD (1995).
O solo foi peneirado e as composi¢cdes quimicas e granulométricas foram
determinadas no Departamento de Solos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias — Campus de Jaboticabal (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise fisica e quimica do sedimento argiloso.

Coqn;;;:ﬂs:;éo Valores co r?izti)csailgéo Valores
pH (CaCl,) 5,3 |Argila (g.kg?) 578
MO (g.dm™) 12,0 |Limo (g.kg™) 200
P (mg.dm™) 11,0 |Areia fina (g.kg™) 141
K (mmole.dm™) 1,3 |Areia grossa (g.kg™) 81
CA (mmol..dm™) 19,0 |Classe textural Argilosa
Mg (mmolc.dm™) 9,0
H + Al (mmolc.dm™) 20,0
SB (mmol..dm™) 29,3
T (mmole.dm™) 49,3
V (%) 59,0

MO = Matéria Organica; H + Al = Hidrogénio + Aluminio; SB = Soma de Bases;
T = Capacidade de Troca de Cétions; V = Porcentagem de saturacéo de bases.

7. Célculo da CL50, CENO, CEO e VC

Os dados obtidos nos testes de toxicidade aguda foram utilizados para
calcular os valores da concentracdo letal média (CL50). Os valores de CL50
obtidos para cada espécie estudada foram utilizados para classificar os inseticidas
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guanto ao potencial toxico para estas espécies, de acordo com as classes
toxicologicas citadas por Zucker (1985) (Tabela 7).

Para os dados dos testes cronicos, os valores da concentracdo efetiva néo-
observada (CENO - maior concentracdo que nao causa efeito deletério nos
organismos-testes), e da concentracdo efetiva observada (CEO - menor
concentracdo que causa efeito deletério nos organismos-testes) foram obtidos
estatisticamente, e o valor cronico (VC) foi calculado pela divisdo entre o CENO e
o CEO.

Tabela 7. Classes dos valores de CL50 de acordo com Zucker (1985).

CL50 (mg.L™) Categoria

<01 Extremamente toxico
0,1<CL<1,0 Altamente tdxico
1,0<CL<10,0 Moderadamente toxico
10,0 < CL <100,0 Ligeiramente téxico
>100,0 Praticamente ndo-toxico

8. Risco de intoxicagcao ambiental

O risco de intoxicacdo ambiental dos larvicidas para 0s organismos-testes
foi determinado pelo método do quociente (Q) (GOKTEPE et al. 2004), por meio
da diviséo do valor da concentracédo ambiental estimada (CAE) de cada inseticida

pelo valor de CL50 calculado nos testes de toxicidade aguda.

A CAE é a concentracdo do inseticida aplicada em campo, de acordo com
as recomendacdes previstas pelo Ministério da Saude. Os valores da CAE
utilizados foram as concentracdes utilizadas para o controle de A. aegypti, de 0,25

mg.L™* para DFB e 1,0 mg.L™ para temefés.

O valor do Q, também denominado de quociente de risco (RQ), € um
namero puro, pois as unidades dos parametros se anulam na divisdo. As classes

de risco ambiental utilizadas foram alto risco, médio risco e baixo risco (Tabela 8).
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Tabela 8. Classes dos valores de RQ de acordo com Goktepe et al. (2004).

Quociente derisco Classes
RQ>0,5 Alto risco
0,056 <RQ<0,5 Médio risco
RQ < 0,05 Baixo risco

9. Forma de analise dos resultados

As CL50 foram calculadas com a utilizagdo do método Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al. 1977) e os valores encontrados foram utilizados para
classificar os dois larvicidas pela toxicidade aguda aos organismos-testes. O risco
ambiental foi estimado pelo método de comparacdo da CAE dos inseticidas com
os valores de CL50. Os valores de RQ foram utilizados para classificar os dois

larvicidas pelo risco de intoxicagdo ambiental dos organismos-testes.

Para CENO e CEO, os dados obtidos foram analisados comparando-se as
médias de peso e mortalidade dos peixes ao final dos testes crénicos. Para isso,
foram realizados testes de Pressuposi¢cfes para andalise de variancia dos dados
(Normalidade Cramer-von Mises e Homocedasticidade Brown Forsythe), e foi
aplicado o teste ANOVA, com nivel de significancia de 5%. Para a comparacéo
entre médias de dados paramétricos foi aplicado o teste de Tukey, e para dados
nao paramétricos aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, utilizando-se programa de
computacdo SAS 9.0 (2001).

Os dados dos parametros de agua foram analisados pelo Coeficiente de
Correlacéo de Pearson, com nivel de significancia a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de sensibilidade com KClI em mato grosso e
tilapia-do-Nilo evidenciaram a sensibilidade e sanidade dos peixes para

prosseguir com os testes de toxicidade aguda.
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De acordo com os testes de toxicidade aguda com e sem sedimento para

mato grosso, os larvicidas DFB e temefés obtiveram CL50 préximas, sendo que

para temefés foi ligeiramente mais baixo que para DFB (Figuras 23, Tabela 9).

Nos testes agudos com e sem sedimentos realizados com tilapias, a agéo toxica

de DFB foi menor em relacéo a de temefds (Tabela 10). A presenca do sedimento

nao alterou a a¢ao téxica do produto para os peixes em estudo.

Figura 23. Aspectos da natacgéao erratica de H. eques (A) e O. niloticus (B) na concentracdo de 22

e 30 mg.L™ de temefds, respectivamente, no teste de toxicidade aguda.

Tabela 9. Concentragfes letais médias, limites inferiores e superiores de KCI

(g9.L™Y) e dos larvicidas (mg.L™) dos testes de toxicidade aguda para mato grosso e

classificacao dos larvicidas de acordo com as classes de Zucker (1985).

Classificacao de

LI CL50 LS ucker
KCI 1,45 1,67 1,94 -
DFB 8,52 10,91 13,69 Ligeiramente téxico
DFB com sed. 7,68 11,51 16,42 Ligeiramente téxico
Temefos 6,77 7,30 7,88  Moderadamente toxico
Temefés com sed. 5,91 6,58 7,16  Moderadamente toxico

Caunesp

60



Tabela 10. Concentracdes letais médias, limites inferiores e superiores de KCI
(9.L™) e dos larvicidas (mg.L™) dos testes de toxicidade aguda para tilapia-do-Nilo

e classificacdo dos larvicidas de acordo com as classes de Zucker (1985).

Ll CL50 LS Classificacao de

Zucker
KCI 2,82 3,20 3,64 -
DFB 7,18 10,04 13,46 Ligeiramente toxico
DFB com sed. 12,60 15,43 18,89 Ligeiramente toxico
Temefos 4,87 7,11 11,55 Moderadamente toxico
Temefos com sed. 4,73 5,82 7,15 Moderadamente toxico

A adsorcdo de produtos quimicos a superficies solidas desempenha um
importante papel no impacto ambiental. Produtos quimicos hidrofébicos
apresentam coeficiente de adsor¢gédo elevado, e podem adsorver-se com mais
facilidade ao sedimento em ambientes aquaticos (SWANN et al. 1983). Apesar de
o DFB e o temefés serem hidrofobicos, ndo houve diferenga significativa entre

testes agudos com e sem sedimento.

Quanto maior a fracdo organica do solo, maior o numero de moléculas
adsorvidas a ele e menor disponibilidade e a biodegradacdo destes compostos
hidrofébicos (MILLIOLI et al. 2008). Entretanto, a baixa adsor¢cao dos produtos ao
solo pode ser relacionada a baixa quantidade de matéria organica presente no

sedimento (12 g.dm™, apenas 1% da composicdo do sedimento).

O temefds € mais toxico em relacdo ao DFB para tilapia, e levemente mais
toxico para mato grosso. As CL50 de DFB foram 75 e 49% maiores que a de
temefés em testes de mato grosso com e sem sedimento, respectivamente. Para
tilapias, as CL50 de DFB foram 41 e 165% maiores que a de temefds, em testes

na auséncia e presenca de sedimento, respectivamente (Figuras 24 e 25).
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Figura 24. Comparacéo das médias de mortalidade de mato grosso com 48 horas de teste agudo.
A: Comparacado das CL50 entre testes de DFB na presenca e auséncia de sedimento.

B: Comparacdo das CL50 entre testes de temefés na presenca e auséncia de

sedimento.
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Figura 25. Comparacao das médias de mortalidade de tilapia com 48 horas de teste agudo. A:
Comparacédo das CL50 entre testes de DFB na presenca e auséncia de sedimento. B:

Comparacdo das CL50 entre testes de temef6s na presenca e auséncia de

sedimento.

Menor acdo téxica foi relatada em estudos com DFB para Poecilia
reticulata, onde a CL50 calculada foi de 152 mg.L™* em 96 horas de teste (SOUZA,
2008). Para inseticidas organofosforados, as CL50 encontradas s&o mais baixas.
Metil-clopirifos foi utilizado em testes com Poecilia reticulata e obteve CL50 de
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1,79 mg.L™* em 96 horas de teste (SELVI et al. 2005). O organofosforado phoxim
testado em Brachydanio rerio obtive CL50 de 1,28 mg.L™ (ZHANG et al. 2010) e 0
temefés em Pseudomugil signifier obteve CL50 de 0,594 mg.L™* (BROWN et al.
1998).

De acordo com a classificacdo de Zucker (1985), o larvicida DFB se
enquadra como ligeiramente tdxico para os peixes mato grosso e tilapia-do-Nilo
nos testes na presenca e auséncia de sedimento (10 < CL50 < 100 mg.L™),
enquanto o temefds classifica-se como moderadamente tOxico para ambas as

espécies de peixe (1 < CL50 < 10 mg.L™).

Na classificacdo de risco de intoxicacdo ambiental calculada pelo método
do quociente, o temefos classifica-se como de médio risco ambiental (0,05 < RQ <
0,5), e o DFB como de baixo risco ambiental (RQ < 0,05) (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11. Classificagdo dos larvicidas quanto ao risco de intoxicacdo ambiental

para mato grosso, de acordo com os testes agudos.

DFB DFB sed. Temefos Temefds sed.
RQ 0,023 0,022 0,137 0,152

Classificacdo Baixorisco  Baixo risco Médio risco Médio risco

Tabela 12. Classificagéo dos larvicidas quanto ao risco de intoxicagdo ambiental

para tilapia, de acordo com os testes agudos.

DFB DFB sed. Temefos Temefés sed.
RQ 0,025 0,016 0,141 0,172

Classificagdo Baixorisco  Baixo risco Médio risco Médio risco

Estudos com Piaractus mesopotamicus (pacu) classificaram os inibidores
de crescimento DFB e teflubenzuron como praticamente ndo toxico para a
espécie (WINKALER, 2008). Souza (2008) e Medeiros (2008) também classificam
DFB e teflubenzuron, respectivamente, como sendo de baixo risco ambiental para

0 peixe Poecilia reticulata.
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Diminui¢cdo do peso de mato

grosso(g)

Nos testes cronicos realizados com o DFB, houve reducdo de peso dos

peixes mato grosso e tilapia ao final dos testes com e sem sedimento, com o

aumento das concentragdes do larvicida (p<0,05) (Figura 26).

Durante os testes cronicos com temefds, alguns mato grossos e tilapias

morreram ao longo do tempo, impossibilitando a pesagem final (Figura 27). Houve

mortalidade significativamente maior (p<0,05) nas concentracdes mais altas de

temefos.
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Figura 26. Diminuicdo total dos pesos dos peixes ao final de 7 dias de teste crénico com DFB ao

Caunesp

longo das concentracdes (diferenca entre a somatéria dos pesos iniciais e finais para
cada concentragcdo). A: mato grosso. B: tilapia. As pressuposicdes para a analise de
variancia foram satisfeitas (A: Teste de Homocedasticidade Brown Forsythe F=0,23 e
p=0,9203 para crbnico, F=0,38 e p=0,6967 para cronico com sedimento; Teste de
Normalidade dos Erros Cramer-von Mises wsq=0,04 e p>0,2500 para cronico,
ws(q=0,05 e p>0,2500 para crénico com sedimento. B: Teste de Homocedasticidade
Brown Forsythe F=0,52 e p=0,7226 para crbnico, F=0,67 e p=0,6259 para crénico com
sedimento; Teste de Normalidade dos Erros Cramer-von Mises wsg=0,07 e p=0,2382
para crénico, wsq=0,03 e p>0,2500 para crénico com sedimento). a-c: comparacgao
entre médias das concentracdes para cada produto testado (A: Teste de Tukey
F=26,04 e p<0,0001 para crbnico, F=4,57 e p=0,0324 para crénico com sedimento. B:
Teste de Tukey F=18,60 e p=0,0001 para crdénico, F=50,16 e p<0,0001 para crénico

com sedimento).
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Figura 27. Mortalidade total de peixes ao final de 7 dias de teste cronico ao longo das
concentracdes de temefds. A: mato grosso. B: tilapia. a-c: comparacdo entre médias
das concentracfes para cada produto testado (A: Teste de Kruskal-Wallis F=2,07 e
p=0,0221 para crdnico, F=2,57 e p=0,0324 para crbnico com sedimento. B: Teste de
Kruskal-Wallis F=4,60 e p=0,0041 para cronico, F=5,16 e p=0,0023 para crdnico com

sedimento).

A mortalidade de mato grosso nos testes sub-letais pode ser entendida
como maior toxicidade do temefés, mesmo sendo utilizadas baixas
concentracbes. Peixes da espécie Aphanius dispar expostos as baixas
concentracfes do larvicida temefés apresentaram sinais de natacao erratica e
convulsdes, além de hipertrofia epitelial e, consequentemente, fusdo lamelar (BA-
OMAR et al. 2011). A exposicdo do peixe Melanotaenia duboulayi ao temefds
resultou em reducéo significativa na velocidade de natacdo dos animais, ao
contrario do inibidor de crescimento s-metoprene, que nao provocou efeitos
adversos na natacdo (HURST et al. 2007). Estudos com tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) expostas ao DFB indicaram baixo potencial de

bioacumulacao do larvicida nos peixes (AHMED e EID, 1991).

Os valores de CENO (maior concentracdo da amostra que ndo causou
efeito deletério estatisticamente significativo no crescimento dos peixes) e CEO
(menor concentragcdo da amostra que causou efeito deletério estatisticamente
significativo no crescimento dos peixes) foram calculados com base nos
resultados dos testes cronicos, crescimento dos organismos (diferenca entre o

peso final e o inicial dos peixes) para DFB, e mortalidade ao final do teste para
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temefds (Tabelas 13 e 14). Para DFB e temefds, os valores foram muito préximos

nos testes com e sem sedimento.

Tabela 13. Valores de CENO, CEO e VC (mg.L™) de testes com mato grosso.

DFB DFB sed. Temeféos  Temefds sed.
CEO 0,04 0,09 1,60 1,30
CENO 0,02 0,05 0,80 0,65
VC 0,03 0,07 1,13 0,92
CAE 0,25 1,00

Tabela 14. Valores de CENO, CEO e VC (mg.L™) de testes com tilapia-do-Nilo.

DFB DFB sed. Temefos  Temefos sed.
CEO 0,13 0,15 1,00 3,00
CENO 0,07 0,08 0,50 1,50
VC 0,10 0,11 0,71 2,12
CAE 0,25 1,00

Testes com temefds para Tilapia melanopleura obtiveram valores maiores
de CENO (14,1 mg.LY) e CEO (3,0 mg.LY). A CL50 para estes organismos
também foi maior (30,2 mg.L™") (ANADU et al. 1996).

A CAE de DFB determinada pelo Ministério da Saude (0,25 mg.L™),
utilizada em areas urbanas para o controle de A. aegypti, € superior que a menor
concentracdo de DFB que provoca decréscimo no crescimento de mato grosso e
tilapia-do-Nilo. Portanto o produto deve ser utilizado com cautela, pois sub-doses
de DFB causam efeitos adversos, ao longo de tempo, em espécies do ambiente

aguatico.

As maiores concentracdes de temefds que ndo causaram efeitos deletérios
estatisticamente significativos em mato grosso e tildpia-do-Nilo foram inferiores a
CAE do larvicida (1,0 mg.L™), e os dados utilizados para o calculo foram os de
mortalidade. Portanto, o uso de temefés na concentragdo determinada pelo
Ministério da Saude, se acumulado nos cursos hidricos, pode ser letal para

ambas as espécies de peixes.
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A qualidade da agua foi avaliada ao longo dos testes de toxicidade aguda e
cronica. Dados de temperatura ndo foram avaliados com o Coeficiente de
Correlacao de Pearson, devido a sala de ensaio ser climatizada, com temperatura
e umidade do ambiente aferidas diariamente. Pequenas variacdes de temperatura
podem ser relacionadas com a presenca de pessoas na sala de ensaio. Contudo,
as medidas foram mantidas ao longo dos testes para detectar possiveis

mudancas bruscas que poderiam afetar os resultados.

Nos testes agudos com DFB na presenca e auséncia de sedimento houve
correlagdo positiva da condutividade elétrica com o aumento das concentragcfes
(p<0,05). Os demais parametros mensurados ndo foram estatisticamente
significativos (p>0,05) no teste de Correlagcdo de Pearson, com excecdo do pH
com 48 horas de teste sem sedimento, que diminuiu com o0 aumento das

concentracgOes (Figuras 28 e 29).
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Figura 28. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentragées de DFB
entre os dias de avaliagdo dos testes de toxicidade aguda para H. eques. Teste de
Coeficiente de Correlagdo de Pearson (alfa=5%). B: r=0,7115 e p<0,0001 para O hora;
r=0,4117 e p=0,0008 para 24 horas; r=0,3615 e p=0,0036 para 48 horas; C: r=-0,2458
e p=0,0522 para 0 hora; r=-0,2161 e p=0,0889 para 24 horas; r=-0,3198 e p=0,0106
para 48 horas; D: r=0,0354 e p=0,7829 para 0 hora; r=-0,1917 e p=0,1323 para 24
horas; r=-0,0964 e p=0,4523 para 48 horas.
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Figura 29. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentra¢ges de DFB,
na presenca de sedimento, entre os dias de avaliagdo dos testes de toxicidade aguda
para H. eques. Oa: inicio do teste com a adicdo do larvicida a dgua. Ob: adicdo dos
peixes a agua 24 horas ap6és a adi¢éo do larvicida. Teste de Coeficiente de Correlagao
de Pearson (alfa=5%). B: r=0,2188 e p=0,0849 para Oa hora; r=0,6352 e p<0,0001 para
0b hora; r=0,1616 e p=0,2058 para 24 horas; r=0,3466 e p=0,0054 para 48 horas; C:
r=0,0871 e p=0,4974 para Oa hora; r=-0,2002 e p=0,1157 para Ob hora; r=-0,0942 e
p=0,4625 para 24 horas; r=-0,2071 e p=0,1035 para 48 horas; D: r=0,0513 e p=0,6895
para Oa hora; r=0,0664 e p=0,6050 para 0b hora; r=-0,1062 e p=0,4073 para 24 horas;
r=-0,1018 e p=0,4274 para 48 horas.

Nos testes agudos com temefds na auséncia de sedimento houve
correlagdo positiva entre 0 aumento da condutividade elétrica e o aumento das
concentracbes do inseticida, entretanto, na presenca de sedimento, este
parametro sofreu aumento apenas nos primeiros dias de teste, e decresceu apds

48 horas (p<0,05). O mesmo fato ocorreu com o pH, este aumentou ao longo das
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concentragcbes nos testes sem sedimento, porém decaiu nas maiores
concentragcfes do inseticida nos ultimos dias de teste com sedimento (p<0,05)
(Figuras 30 e 31).
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Figura 30. Variacdo dos parémetros da qualidade de agua ao longo das concentracbes de
temefds entre os dias de avaliacdo nos testes de toxicidade aguda para H. eques.
Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=0,8609 e p<0,0001
para O hora; r=0,9396 e p<0,0001 para 24 horas; r=0,8904 e p<0,0001 para 48 horas;
C: r=0,7011e p<0,0001 para 0 hora; r=0,8665 e p<0,0001 para 24 horas; r=0,8297 e
p<0,0001 para 48 horas; D: r=-0,2315 e p=0,0679 para 0 hora; r=-0,1458 e p=0,2543
para 24 horas; r=-0,8757 e p<0,0001 para 48 horas.
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Figura 31. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracdes de

temefés, na presenca de sedimento, entre os dias de avaliagdo dos testes de
toxicidade aguda para H. eques. Oa: inicio do teste com a adigdo do larvicida a agua.
Ob: adicdo dos peixes a agua 24 horas apés a adicdo do larvicida. Teste de
Coeficiente de Correlacdo de Pearson (alfa=5%). B: r=0,3502 e p=0,0049 para Oa
hora, r=0,2685 e p=0,0334 para Ob hora; r=-0,0987 e p=0,4417 para 24 horas; r=-
0,5302 e p<0,0001 para 48 horas; C: r=0,5984 e p<0,0001 para Oa hora; r=-0,1523 e
p=0,2333 para Ob hora; r=-0,4496 e p=0,0002 para 24 horas; r=-0,5183 e p<0,0001
para 48 horas; D: r=-0,3065 e p=0,0146 para Oa hora; r=-0,8934 e p<0,0001 para Ob
hora; r=-0,9215 e p<0,0001 para 24 horas; r=-0,9599 e p<0,0001 para 48 horas.

Nos testes crbnicos com DFB, a condutividade elétrica manteve-se

constante ao longo das concentragcdées em testes com e sem sedimento (p>0,05),

diferentemente dos testes agudos, que obtiveram aumento deste parametro

(Figuras 32 e 33). Este fato pode ser relacionado as baixas concentracfes de

DFB nos testes cronicos, ndo sendo suficientes para ocasionar o aumento da

condutividade.
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Houve correlacdo negativa significativa entre o aumento das concentracdes
e a diminuicdo do pH no inicio e no fim dos testes com e sem sedimento (p<0,05)
(Figuras 32 e 33). Os testes cronicos foram realizados com a presenca de
bombas de oxigénio individuais para os aquarios, portanto ndo podemos inferir

gue modificacdes ocorridas durante os testes sejam pela presenca do inseticida.
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Figura 32. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracdes de DFB,
na auséncia de sedimento, entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade cronica
para H. eques. Teste de Coeficiente de Correlacao de Pearson (alfa=5%). B: r=-0,0454
e p=0,7672 para 0 dia; r=0,0545 e p=0,7221 para 1 dia; r=0,2832 e p=0,0594 para 3
dias; r=-0,2115 e p=0,1632 para 5 dias; r=0,0043 e p=0,9776 para 7 dias; C: r=-0,4791
e p=0,0009 para 0 dia; r=0,1839 e p=0,2266 para 1 dia; r=0,1517 e p=0,3198 para 3
dias; r=0,1400 e p=0,3588 para 5 dias, r=-0,4494 e p=0,0020 para 7 dias; D: r=-0,1293
e p=0,3974 para 0 dia; r=0,1739 e p=0,2532 para 1 dia; r=0,2256 e p=0,1363 para 3
dias; r=0,0115 e p=0,9400 para 5 dias; r=0,4649 e p=0,0013 para 7 dias.
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Figura 33. Variacao dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracdes de DFB,
na presenca de sedimento, entre os dias de avaliacdo dos testes de toxicidade cronica
para H. eques. Teste de Coeficiente de Correlagcado de Pearson (alfa=5%). B: r=0,0303
e p=0,8433 para 0 dia; r=0,2657 e p=0,0777 para 1 dia; r=0,2958 e p=0,0485 para 3
dias; r=0,1175 e p=0,4421 para 5 dias; r=-0,2535 e p=0,0929 para 7 dias; C: r=-0,5040
e p=0,0004 para 0 dia; r=-0,1035 e p=0,4986 para 1 dia; r=0,0185 e p=0,9039 para 3
dias; r=0,1666 e p=0,2741 para 5 dias; r=-0,3152 e p=0,0349 para 7 dias; D: r=-0,0142
e p=0,9261 para 0 dia; r=0,0185 e p=0,9042 para 1 dia; r=0,0690 e p=0,6525 para 3
dias; r=-0,1553 e p=0,3084 para 5 dias; r=0,4005 e p=0,0064 para 7 dias.

Testes crbnicos realizados com temefés na presenca e auséncia de
sedimento obtiveram o0s mesmos resultados que testes agudos para a
condutividade elétrica e pH. Houve correlagdo positiva entre o aumento das

concentracOes do inseticida e a condutividade elétrica (p<0,05). O pH aumentou

73

Caunesp



no inicio do teste, e ao final, diminuiu com o aumento das concentracdes nos

testes com sedimento (p<0,05) (Figuras 34 e 35).

O aumento da condutividade elétrica nos testes pode ser relacionado com

os larvicidas utilizados, uma vez que tenderam a aumentar mais nas maiores

concentragdes dos produtos.
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Figura 34. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracdes de

Caunesp

temefds, na auséncia de sedimento, entre os dias de avaliacdo dos testes de

toxicidade croénica para H. eques.

Teste de Coeficiente de Correlagdo de Pearson

(alfa=5%). B: r=0,6560 e p<0,0001 para O dia; r=0,6729 e p<0,0001 para 1 dia;
r=0,7805 e p<0,0001 para 3 dias; r=0,7403 e p<0,0001 para 5 dias; r=0,8882 e
p<0,0001 para 7 dias; C: r=0,6856 e p<0,0001 para O dia; r=0,4223 e p=0,0039 para 1

dia; r=-0,0104 e p=0,9262 para 3 d
p=0,0972 para 7 dias; D: r=-0,1560

ias; r=-0,4873 e p=0,0007 para 5 dias; r=-0,2503 e
e p=0,3061 para O dia; r=-0,3138 e p=0,0358 para

1 dia; r=-0,1865 e p=0,2199 para 3 dias; r=0,2306 e p=0,1275 para 5 dias; r=-0,2204

e p=0,1457 para 7 dias.
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Figura 35. Variacdo dos parametros da qualidade de agua ao longo das concentracbes de
temefds, na presenca de sedimento, entre os dias de avaliacdo dos testes de
toxicidade crdnica para H. eques. Teste de Coeficiente de Correlacdo de Pearson
(alfa=5%). B: r=0,3203 e p=0,0320 para 0 dia; r=0,5973 e p<0,0001 para 1 dia;
r=0,8096 e p<0,0001 para 3 dias; r=0,7499 e p<0,0001 para 5 dias; r=0,8137 e
p<0,0001 para 7 dias; C: r=0,7432 e p<0,0001 para 0 dia; r=0,4265 e p=0,0035 para 1
dia; r=0,0511 e p=0,7389 para 3 dias; r=-0,4948 e p=0,0005 para 5 dias; r=-0,3575 e
p=0,0159 para 7 dias; D: r=-0,1575 e p=0,3013 para 0 dia; r=-0,3200 e p=0,0321 para
1 dia; r=0,0112 e p=0,9420 para 3 dias; r=0,0078 e p=0,9593 para 5 dias; r=-0,1876 e
p=0,2172 para 7 dias.

CONCLUSAO

As CI50 de temefés para mato grosso sdo 7,30 e 6,58 mg.L™ na auséncia e

presenca de sedimento, respectivamente, e as de DFB sdo0 10,91 e 11,51 mg.L™,
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sem e com sedimento, respectivamente. Para tilapia-do-Nilo, as CI50 sao 10,04 e
15,43 mg.L™* para DFB na auséncia e presenca de sedimento, respectivamente, e
711 e 583 mglL?' para temefés em testes sem e com sedimento,

respectivamente.

De acordo com a classificacao de Zucker (1985), o DFB classifica-se como
ligeiramente toxico para 0s organismos-testes, e de baixo risco ambiental, e 0

temefdés moderadamente téxico e de médio risco de intoxicacdo ambiental.

Nos testes crénicos, o DFB provoca diminuicdo no peso dos peixes, € nos
testes com temefds houve mortalidade nas maiores concentracfes, mesmo estas
sendo baixas. Conclui-se que, apesar das doses serem sub-letais, a exposi¢cao
dos peixes por longos periodos provoca alteracdes no crescimento e longevidade

dos organismos.

A presenca de sedimento em testes agudos e cronicos nao altera

significativamente a agdo toxica dos larvicidas sobre os organismos-testes.
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VI. CAPITULO Il

Avaliacao ecotoxicologica e risco ambiental de

diflubenzuron e temefds para Daphnia magna

INTRODUCAO

A crescente preocupacado sobre os efeitos de pesticidas no ecossistema
aumenta nos ultimos anos, principalmente em relacdo a poluicdo aquética. Os
corpos hidricos sdo normalmente usados para despejos de efluentes de
pisciculturas, residuos industriais e domésticos, além de serem receptores de
outros poluentes carreados ou lixiviados pela chuva.

Os lixiviados contribuem significativamente para a contaminagdo do
ecossistema aquatico, reduzem a diversidade de espécies autéctones e
aumentam desordenadamente a densidade de determinadas espécies
indesejaveis (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

O constante desenvolvimento e expansao da aquicultura no Brasil

ocasionaram problemas por falta de boas préaticas de manejo, altas densidades de
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estocagem de peixes e, consequentemente, diminuicdo da qualidade de agua.
Uma prética muito utilizada é a adicdo de produtos agricolas nos viveiros, como
forma de tratamento das enfermidades dos peixes. O uso indevido destes
produtos, em doses exageradas, gera maior quantidade de efluentes
contaminados, despejados nos corpos hidricos.

Outro meio de contaminacao hidrica é o uso de inseticidas para fins de
controle de vetores. A utilizacdo de controle quimico de vetores em épocas de
epidemias é comum e faz-se necessario para combater a doenca. No Brasil,
medidas de controle quimico foram adotadas para evitar a dispersao de
mosquitos adultos e desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti.

O larvicida DFB é utilizado em areas agricolas contra pragas das ordens
Coleoptera (MSCASLAND et al. 1998), Lepidoptera (VILLANUEVA-JIMENEZ et
al. 2000) e Ortoptera (DELGADO et al. 1999), e em pisciculturas no controle de
ectoparasitoses de peixes (FUJIMOTO et al.1999). Além disso, é o0 inseticida
recomendado pelo Ministério da Saude no uso contra 0 mosquito da dengue.
Existem varios estudos mostrando os efeitos deste inseticida como possibilidade
de uso no controle das larvas (MARTINS e SILVA, 2004; SILVIA e MENDES,
2007; CHEN et al. 2008; SECCACINI et al. 2008).

Outro larvicida muito utilizado no Brasil é o organofosforado temefés,
entretanto, diversos estudos verificaram resisténcia de larvas de A. aegypti ao
temefds, em véarias regides do pais (MARCORIS et al. 1995; BRAGA et al. 2004;
LIMA et al. 2006; PINHEIRO e TADEI, 2002; CARVALHO et al. 2004; MARCORIS et
al. 2003).

O grande problema da utilizacdo de inseticidas esté relacionado com 0s
impactos negativos que podem provocar aos organismos sensiveis e ndo alvos,
guando atingem os ambientes aquaticos. O ecossistema aquatico €
constantemente perturbado por poluentes téxicos das mais variadas fontes.

Andlises ambientais ajudam a proteger o ambiente natural e a saude
humana, por meio de testes com contaminantes, como pesticidas, metais
pesados e outros xenobidticos que podem atingir os recursos hidricos. Neste
contexto, muitos trabalhos avaliam o risco ambiental de poluentes com o auxilio

de indices de toxicidade. Uma das principais aplicac6es de dados toxicoldgicos é
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informar as avaliagcdes de risco e apoiar medidas preventivas que sao de protecao
da saude humana e do meio ambiente (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Diante da possibilidade da ocorréncia de desequilibrios ambientais devido
ao uso dos larvicidas DFB e do temefés, o presente estudo objetivou determinar a
toxicidade aguda dos inseticidas DFB e temefds para o microcrustaceo Daphnia
magna, na presenca e na auséncia de sedimento, a toxicidade crbénica na
auséncia de sedimento, e classificar os dois larvicidas pelo potencial de risco de

intoxicacao para o organismo-teste.

MATERIAL E METODOS

Os testes de toxicidade aguda foram conduzidos no Laboratério de
Ecotoxicologia dos Agrotéxicos e Saude Ocupacional, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Os produtos comerciais utilizados foram o Diflubenzuron 25%

Champion® e o Temefés Fersol 1G®.

1. Cultivo do organismo-teste

Os exemplares de Daphnia magna foram cultivados em laboratoério, de
acordo com a norma NBR 12713:2009, da ABNT (2009) (Figura 36). O meio de
cultivo foi composto de agua destilada reconstituida com nutrientes, pH 7,0 = 0,2,
dureza total de 250 + 25 mg.L™* em CaCOs e condutividade de 600 + 21 ps.cm™

(Figura 37).

A alimentacdo da cultura foi composta por uma suspensao de algas da
espécie Scenedesmus subspicatus na quantidade aproximada de 5x10°
células/individuo/dia. A alimentacéo foi diaria com 0,5 ml de alimento composto,

constituido por proporcdes iguais de solucdo de racdo para peixe ornamental

fermentada e solucdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae).
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Figura 36. Exemplar no microcrustaceo Daphnia magna.

Fonte: http://www.cienciahoje.pt/files/31/31296.jpg.

Figura 37. Aspectos da criacdo de D. magna em BODs climatizadas.

2. Testes de sensibilidade com substancia de referéncia

Inicialmente, foram realizados testes de sensibilidade com substancia de
referéncia cloreto de sodio para avaliar a sanidade dos organismos-testes. Os
organismos-testes utilizados tinham idade de 2 a 24 horas, de acordo com as
normas NBR 12713:2009 (ABNT, 2009).

Os testes com a substancia de referéncia foram realizados com as
concentracdes 0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0 mg.L™ de NaCl, em frascos de
vidro com 30 ml de capacidade, com a adicdo de volumes conhecidos de
solucbes-estoque, completando um volume de 9 ml com meio de cultivo. Em
seguida, cinco organismos neonatos foram adicionados, juntamente com 1 ml de
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meio de cultivo, completando um volume total de 10 ml de solugdo-teste. O teste
foi mantido durante 24 horas em sistema estatico de exposicéo, no escuro, a 20 £
2°C e sem alimentagdo dos animais, com 3 réplicas de cada concentracdo e do
controle. Apds 24 horas de exposicao foi avaliada a imobilidade/mortalidade dos
organismos em cada recipiente e calculada a concentracao efetiva média (CE50),
o limite superior (LS) e o limite inferior (L1I).

3. Testes preliminares com os larvicidas

Posteriormente, foram realizados testes preliminares para determinar as
faixas de concentracdo letal dos dois larvicidas a serem utilizadas nos testes
definitivos (Figura 38). Nestes testes foram determinadas as maiores
concentragbes nao letais e as menores que causam 100% de efeito agudo nos
organismos-testes. Os testes foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes dos
testes de sensibilidade, com duracdo de 48 horas, na presenca e auséncia de
sedimento. Utilizou-se 2 g de sedimento argiloso seco para cada réplica.

Figura 38. Aspectos do controle do teste preliminar de DFB para D. magna.

4. Testes definitivos de toxicidade aguda com os larvicidas

Os testes definitivos foram realizados nas mesmas condi¢des dos testes

anteriores, com as seguintes concentracgdes 0; 0,01; 0,03; 0,05; 0,07; 0,09; 0,11 e
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0,13 pg.L™* para DFB na presenca e auséncia de sedimento (Figura 39), e 0; 0,03;
0,04; 0,05; 0,25; 0,45; 0,65 e 1,3 ug.L™ para temefés na presenca e auséncia de
sedimento, sob as mesmas condi¢cbes descritas anteriormente. A contagem dos

organismos mortos ou imoéveis foi realizada apos 48 horas de teste.

Figura 39. Aspectos do teste agudo de DFB na auséncia (A) e na presenca de sedimento (B) para

D. magna.

5. Testes de toxicidade crénica com os larvicidas

Para os testes de toxicidade crbnica, os ensaios foram realizados nas
mesmas condi¢des do teste anteriores, com fotoperiodo de 16 horas, na auséncia
de sedimento. As concentracdes sub-letais utilizadas foram 0,16; 0,62; 1,2; 2,5;
5,0 e 10,0 ng.L™ para DFB e 0,8; 3,1; 6,2; 12,5; 25,0 e 50,0 ng.L™ para temefés,
por um periodo de 7 dias. Para cada diluigdo, foram utilizadas 9 reéplicas,
dispondo 5 organismos com 6 a 24 horas de vida em cada recipiente-teste.

Cada recipiente recebeu uma aliquota de 15 ml da solucédo-teste. As
avaliacdes foram realizadas no 3°, 5° e 7° dias, com posterior alimentacdo dos
organismos-testes. Avaliou-se a longevidade (tempo de vida dos organismos)
(ABNT, 2010).
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6. Sedimento

Os sedimentos utilizados nos testes foram coletados da camada superficial
do solo em é&rea natural, localizada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, onde nunca foi aplicado qualquer inseticida e ndo sujeita a descarte
de residuos de atividades antrépicas diretamente, de acordo com as normas da
OECD (1995). O solo foi peneirado e as composi¢cées quimicas e granulométricas
foram determinadas no Departamento de Solos da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias — Campus de Jaboticabal (Tabela 15).

Tabela 15. Andlise fisica e quimica do sedimento argiloso.

Coqﬂ?;?;(;éo Valores COTI,E?CS;QQO Valores
pH (CaCl,) 5,3 |Argila (g.kg™?) 578
MO (g.dm™) 12,0 |Limo (g.kg™) 200
P (mg.dm?) 11,0 |Areia fina (g.kg™?) 141
K (mmol..dm™) 1,3 |Areia grossa (g.kg™) 81
CA (mmol..dm™) 19,0 |Classe textural Argilosa
Mg (mmolc.dm™) 9,0
H + Al (mmol..dm™) 20,0
SB (mmol..dm™) 29,3
T (mmol..dm?) 49,3
V (%) 59,0

MO = Matéria Organica; H + Al = Hidrogénio + Aluminio; SB = Soma de Bases;
T = Capacidade de Troca de Cations; V = Porcentagem de saturacao de bases.

7. Céalculo da CE5S0

Os dados obtidos nos testes de toxicidade aguda foram utilizados para
calcular os valores da concentracao efetiva média (CE50). Os valores de CE50
obtidos para cada espécie estudada foram utilizados para classificar os inseticidas

guanto ao potencial toxico para estas espécies, de acordo com as classes
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toxicolégicas citadas por Zucker (1985) (Tabela 16). Os valores de CENO e CEO
foram obtidos estatisticamente, e o VC foi calculado pela divisédo entre o CENO e
o CEO.

Tabela 16. Classes dos valores de CE50 de acordo com Zucker (1985).

CE50 (mg.L™) Categoria

CE<O0,1 Extremamente toxico
0,1<CE<1,0 Altamente toxico
1,0<CE<10,0 Moderadamente téxico
10,0 < CE < 100,0 Ligeiramente téxico

CE >100,0 Praticamente n&o-tdxico

8. Risco de intoxicagcao ambiental

O risco de intoxicagao ambiental dos larvicidas para 0os organismos-testes
foi determinado por meio do método do quociente (Q) (GOKTEPE et al. 2004). O
calculo do Q é feito por meio da divisdo do valor da concentracdo ambiental
estimada (CAE) de cada inseticida pelo valor de CE50 calculado nos testes de

toxicidade aguda.

A CAE é a concentracdo do inseticida aplicada em campo, de acordo com
as recomendacdes previstas pelo Ministério da Saude. Os valores da CAE
utilizados foram as concentracdes utilizadas para o controle de A. aegypti, de 0,25

mg.L™ para DFB e 1,0 mg.L™ para temefés.

O valor do Q, também denominado de quociente de risco (RQ), é um
ndmero puro, pois as unidades dos parametros se anulam na divisdo. As classes
de risco ambiental utilizadas foram alto risco, médio risco e baixo risco (Tabela
17).
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Tabela 17. Classes dos valores de RQ de acordo com Goktepe et al. (2004).

Quociente de risco Classes
RQ>0,5 Alto risco
0,056 <RQ<0,5 Médio risco
RQ < 0,05 Baixo risco

9. Forma de analise dos resultados

As CE50 foram calculadas com a utlizagdo do método Trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al. 1977) e os valores foram utilizados para

classificar os dois larvicidas pela toxicidade aguda aos organismos-testes.

Para os valores de CENO e CEO, os dados obtidos foram analisados
comparando-se as médias da mortalidade de D. magna ao final dos testes
cronicos. Para isso, foram realizados testes de Pressuposi¢cfes para andlise de
variancia dos dados (Normalidade Cramer-von Mises, Homocedasticidade Brown
Forsythe), e aplicado o teste ANOVA, com nivel de significancia de 5%. Para a
comparacao entre médias de dados paramétricos foi aplicado o teste de Tukey,
utilizando-se programa de computacdo SAS 9.0 (2001).

O risco ambiental foi estimado pelo método de comparacao da CAE do uso
dos dois inseticidas com os valores de CE50. Os valores de QR foram utilizados
para classificar os dois larvicidas pelo risco de intoxicacdo ambiental dos

organismos-testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de sensibilidade com NaCl evidenciaram a
sensibilidade e sanidade dos organismos para prosseguir com o0s testes de

toxicidade aguda.

Nos testes agudos, as CE50 foram muito proximas para DFB e temefds, na
auséncia e presenca de sedimento. A presenca do sedimento ndo alterou a agéo

toxica do produto para os organismos em estudo. De acordo com a classificacédo
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de Zucker (1985) ambos os larvicidas se enquadram como extremamente toxicos

para D. magna, na presenca e auséncia de sedimento (< 0,1 mg.L™) (Figura 40,

Tabela 18).

Tabela 18. Concentracdes efetivas médias de NaCl (g.L™) e dos larvicidas (ug.L™)

em testes de toxicidade aguda para D. magna e classificacdo de Zucker (1985).

LI

CES5S0

LS

Classificacao de

Zucker
NacCl 4,39 4,96 5,65 -
DFB 0,03 0,06 0,10 Extremamente toxico
DFB com sed. 0,02 0,04 0,07 Extremamente toxico
Temefos 0,10 0,15 0,20 Extremamente toxico
Temefés com sed. 0,10 0,15 0,25 Extremamente toxico
100 100 * * s
@
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Figura 40. Comparacdo das médias de mortalidade de D. magna com 48 horas de teste. A:

Comparacédo das CE50 entre testes de DFB na presenca e auséncia de sedimento. B:

Comparacdo das CE50 entre testes de temefés na presenca e auséncia de

sedimento.

Para o glifosato, o valor da CE50 para Daphnia pulex foi maior na presenca

de sedimento devido a imobilizagdo do herbicida no sedimento, e deixou

disponivel apenas 59,5% da concentragdo do herbicida adicionado na agua
(JONSSON e MAIA, 1999). Os valores da CE50 do piramicarb para Daphnia
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magna foi de 16 pg.L™ e 24 pg.L” na auséncia e presenca de sedimento,
respectivamente, tornando-o menos disponivel para os organismos-testes (KUSK,
1996). Em estudos com o herbicida clamazone foram determinados valores de
CE50 equivalentes a 1,51 mg.L* e 11,28 mg.L" em sistemas sem e com
sedimento, respectivamente, onde o sedimento imobilizou 86,6% do herbicida
(JONSSON e MAIA, 1999).

Maiores acdes toxicas foram encontradas em estudos de 48 horas com o
organofosforado trichlorfon para cladéceros, com CE50 de 0,70; 0,53 e 0,92 ng.L™
para Daphnia magna, Daphnia similis e Daphnia laevis, respectivamente, na
auséncia de sedimento, e 299,70; 381,62 e 282,73 ng.L™, respectivamente, na
presenca de sedimento, sendo o trichlorfon classificado como de alto risco
ambiental (ARAUCO et al. 2005).

A menor adsor¢do dos inseticidas ao sedimento pode ser relacionada a
baixa fracdo organica do solo utilizado nos testes. Esta fracdo € responsavel
principalmente pela adsor¢cdo de compostos hidrofobicos, devido a presenca de
carbono organico (MILLIOLI et al, 2008). Apesar de os larvicidas DFB e temefés
serem hidrofébicos, a matéria organica presente no sedimento era de 12 g.dm'3,

somente 1% da composicéo do sedimento.

Na classificacdo de risco de intoxicacdo ambiental calculada pelo método
do quociente, os dois larvicidas classificam-se como de alto risco ambiental (RQ >
0,5) (Tabela 19).

Tabela 19. Classificagdo dos larvicidas quanto ao risco de intoxicacdo ambiental

para D. magna, de acordo com os testes agudos.

DFB DFB sed. Temefos Temefos sed.
RQ 4166,7 6250,0 6666,6 6666,6
Classificagcao  Alto risco Alto risco Alto risco Alto risco

Em testes de toxicidade aguda de 48 horas de trichlorfon para D. magna,
foram encontrados os valores de CE50 de 0,59 pg.L™* (FERREIRA, 1998), 0,96
ng.L™ (TOMLIN, 1995) e 0,01 mg.L™* (EXOTOXNET, 1996). Estudos apontam que
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os organosfosforados, quando aplicados em tanques, reduzem a populacado de
crustaceos, copéepodos e cladéceros planctonicos (MCCRAAEN e PHILIPS,
1977).

O organofosforado clorpirifés também foi extremamente téxico para
populacdes de cladéceros, com CENO de 0,1pg.L™ (MANCISIDOR et al. 2008).

Estudos com o inibidor de sintese de quitina DFB, na auséncia e presenga
de sedimento, obtiveram CE50 em 48 horas de 0,56 pg.L™ e 1,51 pg.L™,
respectivamente, sendo classificado extremamente toxico e de alto risco
ambiental (SOUZA, 2008). Nebeker et al. (1983) calcularam CE50 de 2 pg.L™ de
DFB para a D. magna.

Organismos zooplanctdnicos foram utilizados para avaliar a acédo toxica de
DFB em efluentes de piscicultura, e as CE50 encontradas foram 0,18 ug.L™; 0,51
ug.L?; 0,05 pug.L ™ e 0,04 pg.L™ para D. similis, Ceriodaphnia dubia, Ceriodaphnia
silvestrii e Simocephalus serrulatus, respectivamente (MABILIA et al. 2004).
Outros autores também o classificam como de acdo toxica elevada para
invertebrados aquaticos (FISHER e HALL, 1992). Espécies de invertebrados de
copépodos também foram estudadas quanto a sensibilidade ao larvicida DFB, e
50% da populacdo de Eurytemora affinis foi eliminada quando submetidos a
concentracdo de 2,2 ug.L™ do produto (SAVITZ et al. 1994).

Para os testes cronicos, houve mortalidade de D. magna para ambos os
larvicidas, mesmo em concentracfes sub-letais (Figura 41). Os valores de CENO,
CEO e VC foram de 2,5 ng.L?, 5,0 ng.L" e 3,54 ng.L™, respectivamente, para
DFB; e de 6,2 ng.L™, 12,5 ng.L™* e 8,80 ng.L™?, respectivamente, para temefés. As
concentracOes de DFB e temefos utilizadas em campo contra o vetor A. aegypti,
recomendadas pelo Ministério da Satde (DFB: 0,25 mg.L™?, temefés: 1,0 mg.L™),
sdo extremamente superiores as menores concentracbes em que ocorreram

mortalidades significativas para os organismos-testes.
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Figura 41. Mortalidade de D. Magna ao final de 7 dias de testes cronicos com DFB e temefés. a-d:
comparacéo entre médias das concentra¢des para cada produto testado (A: Teste de
Kruskal-Wallis F=6,66 e p=0,0002. B: Teste de Kruskal-Wallis F=9,10 e p<0,0001.

De acordo com os resultados apresentados, os larvicidas DFB e temefdos
sdo extremamente toxicos para D. magna e outros organismos zooplancténicos,
mesmo em concentracbes muito baixas. A dinamica do ecossistema aquatico
pode sofrer danos severos com alteracdes drasticas na comunidade
zooplanctdnica, responsaveis por 80% da producdo secundaria nesses ambientes
(MANGAS-RAMIREZ et al. 2004).

A aplicacdo dos larvicidas DFB e temefés em areas urbanas e rurais, € 0
possivel carreamento dos produtos para os cursos hidricos, pode causar efeitos
deletérios bruscos nas D. magna, espécie de grande importdncia para a

comunidade zooplanctonica.

CONCLUSAO

O larvicida temefds € levemente mais toxico que o DFB para D. magna. A
CI50 de temefés é 0,15 pg.L-1 para testes com e sem sedimento, e as CI50 de
DFB séo 0,06 e 0,04 pg.L-1 nos testes agudos na auséncia e presenca de
sedimento, respectivamente, sendo ambos os larvicidas classificados como
extremamente toxicos para o microcrustaceo, e de alto risco de intoxicacao

ambiental para a espécie.
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Testes crénicos sem sedimento para D. magna diminuem a longevidade
dos organismos nas maiores concentracdes, sendo estas sdo muito inferiores a

concentragao utilizada em campo para o controle de A. aegypti.

A presenca de sedimento ndo altera a acéo téxica dos produtos para o

organismo.
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VII. CAPITULO IV

Determinacao de residuos de diflubenzuron e temefés
em aguas de bioensaios de tilapia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus)

INTRODUCAO

Substancias quimicas acumulam-se em recursos hidricos e causam
problemas de saude publica. Destacam-se o0s inseticidas, entre eles os
inseticidas, herbicidas, fungicidas, utilizados com frequéncia na aquicultura, na
agricultura e no combate a vetores de doencas. O acumulo destes produtos no
meio aquatico depende de fatores como temperatura, pH, luminosidade e
sedimento, de acordo com as propriedades fisico-quimicas dos inseticidas.

Inseticidas organofosforados como o tamaron (metamidofés), muito
utilizado na agricultura, e o Abate (temefos), amplamente empregado no controle
do vetor transmissor da dengue, possuem distribuicdo em todo o territério
brasileiro (MENDES et al. 2006). Os organofosforados sdo compostos quimicos
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cujo efeito se processa principalmente pela intoxicacdo aguda, por meio da
inibicdo da enzima colinesterase, ocasionando convulsdes, paradas respiratorias
e morte (MADDRELL, 1980).

Outro grupo quimico de agrotoxicos com ampla distribuicdo no pais € o
Insect Growth Regulators (IGR). Inibidores de sintese de quitina fazem parte
deste grupo, e atualmente séo alvos de estudos para aplicagdes contra vetores de
doencas no meio urbano. O diflubenzuron (DFB) atua na inibicdo da enzima
quitina sintetaze, a qual é responsavel pela polimerizacdo da uridina-difisfato-
acetilglucosamina em quitina (KIRK-OTHMER, 1981).

A necessidade do uso destes produtos quimicos origina preocupacdes com
possiveis consequéncias ambientais. O acumulo dos inseticidas nos recursos
hidricos provoca intoxicacbes agudas, e quando presentes em concentracdes
sub-letais, acarreta intoxicagdes cronicas com a exposicao prolongada ao
produto. O controle de residuos dos inseticidas no meio aquético é fundamental
para o estabelecimento de medidas mitigadoras que controlem e/ou minimizem

intoxicagdes a flora e fauna viventes no local.

A entrada dos inseticidas no ambiente aquético depende de processos de
lixiviagdo e escoamento superficial (SILVA e FAY, 2004). Processos de adsorcao
e dessorcao também possuem grande influéncia na persisténcia dos inseticidas
nos recursos hidricos, juntamente com a volatilizacdo, a biodegradacéo, a fotélise
e a hidrélise (DOUCETTE, 2003). A bioacumulacao e a toxicidade de inseticidas
em organismos aquaticos também séao influenciadas pelos processos de adsorcao
e dessorcdo (JONES e HUANG, 2003).

Diante da possibilidade da ocorréncia de desequilibrios ambientais devido
ao uso de inseticidas e possiveis acumulos no meio aquéatico, objetivou-se avaliar
a concentracdo de residuos dos larvicidas DFB e temefds, utilizados no controle
de larvas de Aedes aegypti, em aguas utilizadas em bioensaios de toxicidade
aguda e cronica de Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo), na auséncia e
presenca de sedimento, e avaliar o potencial de lixiviagdo e escoamento

superficial de ambos os larvicidas.
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MATERIAL E METODOS

Testes preliminares de toxicidade aguda e cronica de DFB e temefds foram
conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotdxicos e Saulde
Ocupacional da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal. Os testes foram realizados com tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), na presenca e auséncia de sedimento. Os
produtos comerciais utilizados foram o Diflubenzuron 25% Champion® e o

Temefos Fersol 1G®.

1. Testes preliminares

Os peixes foram obtidos do setor de Tilapicultura do Centro de Aquicultura
da UNESP, campus de Jaboticabal. Os testes agudos foram conduzidos em
sistema estatico durante 48 horas, com volume final de 3 litros das solucdes-
testes e 3 alevinos por tratamento. Os testes crénicos foram mantidos por 7 dias,
com volume final e 3 litros de solugbes-testes e 5 alevinos por tratamento, ambos

realizados na auséncia e presenca de sedimento.

Em testes na auséncia de sedimento, os larvicidas foram adicionados 24
horas ap0s 0s peixes serem colocados nos recipientes-testes. Nos testes na
presenca de sedimento, os larvicidas foram adicionados 24 horas antes da adi¢cao

dos peixes, a fim de que ocorresse interacao solo e larvicida.

As concentracgOes utilizadas para testes agudos foram: 0, 1, 3, 5, 10, 14 e
16 mg.L'l para DFB e O, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg.L'1 para temefos para testes
sem sedimento, e 0, 5, 12, 18, 22,31 e 55 mg.L'1 para DFB e 0, 5, 10, 15, 20 e 25
mg.L? para temefés para testes com sedimento. Para testes cronicos, as
concentracdes foram de 0; 0,07; 0,13; 0,67 e 1,34 mg.L™ para DFB e 0; 0,07; 0,1;
0,5 e 1,0 mg.L™" para temefés em testes sem sedimento, e 0; 0,08; 0,15; 1,22 e
4,40 mg.L'1 para DFB e 0; 0,08; 0,10; 1,5 e 3,0 mg.L'l para temefés em testes

com sedimento.
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As coletas de agua foram realizadas no momento inicial de cada teste, e
subsequentes dias de avaliacdo dos testes (testes agudos: 24 e 48 horas; testes

cronicos: 1°, 3°, 5° e 7° dias).

2. Sedimento

O sedimento utilizado nos testes pertence a classe textural argilosa, nédo
sujeito a descarte de residuos de atividades antrépicas, coletado na Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias (Tabela 20).

Tabela 20. Andlise fisica e quimica do sedimento argiloso.

Coqrr;pl'):]is:;éo Valores co TI,FS)?CS;Q&O Valores
pH (CaCl,) 5,3 |Argila (g.kg?) 578
MO (g.dm™) 12,0 |Limo (g.kg™) 200
P (mg.dm™) 11,0 |Areia fina (g.kg™) 141
K (mmole.dm™) 1,3 |Areia grossa (g.kg™) 81
CA (mmol..dm™) 19,0 |Classe textural Argilosa
Mg (mmolc.dm™) 9,0
H + Al (mmolc.dm™) 20,0
SB (mmol..dm™) 29,3
T (mmole.dm™) 49,3
V (%) 59,0

MO = Matéria Organica; H + Al = Hidrogénio + Aluminio; SB = Soma de Bases;
T = Capacidade de Troca de Cations; V = Porcentagem de saturacao de bases.
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3. Validac&do do método analitico

Para determinacdo de residuos dos inseticidas na é&gua, coletou-se
amostras de agua dos testes de toxicidade de O. niloticus logo apés a adicao dos
produtos, e posteriormente a cada 24 horas dos testes agudos, e no 1°, 3°, 5% e 7°
dias dos testes crbnicos. Foi realizada a preparacdo da matriz 4gua e a
determinacdo do DFB e temefés por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O equipamento utilizado foi o sistema cromatografico da marca Thermo
Finnigan, equipado com detector ultravioleta e loop de 20 uL, coluna ACER 5 C18
de fase reversa com 250 mm de comprimento, diametro interno de 4,5 mm e
tamanho de particula de 5 ym. A fase mével empregada foi solu¢éo de acetonitrila
e agua (70:30 para DFB e 80:20 para temefds v.v), em sistema isocratico com
fluxo da fase mével de 1,0 ml.min™" e comprimento de onda do detector de 258 nm
para DFB e 252 nm para temefos (Tabela 21). Os tempos de retencdo dos

analitos foram 3,6 minutos para DFB e 4,3 minutos para temefds (Figura 42).

Tabela 21. Método utilizado para determinacéo dos residuos de DFB e temefés

nas aguas dos testes.

DFB Temefos

Coluna ACER 5 C18 de fase reversa ACER 5 C18 de fase

250 x4,5mm 5 um reversa 250 x 4,5 mm 5 ym
Fase movel Acetonitrila-agua (70:30 v/v) Acetonitrila-agua (80:20 v/v)
Taxa de fluxo 1 ml.min™ 1 ml.min™
Temperatura coluna 20°C 20°C
0Cr(])dn;lprimento de 256 nm 254 nm
Volume injecéo 10 pl 15 pl
Padrédo interno Diflubenzuron Champion 99,6% Temephos Pestanal 95,6%
Tempo retencao 3,6 min 4,5 min
Solvente da amostra Acetonitrila Acetonitrila
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) concentration

Figura 42. Cromatogramas dos padrbes de 4 ppm de DFB e 8 ppm de temefés.

O limite de detecc¢éo (LD) foi determinado como a menor concentragao do
analito diferenciada com seguranca do ruido do sistema (3 vezes superior ao
ruido da linha de base). O limite de quantificacdo (LQ) correspondeu a menor
concentragdo do analito quantificada com exatidéo e fidelidade (LANCAS, 2004).

A curva analitica foi estabelecida apés injecdo de solucdes-padrdao para
cada larvicida. Injetaram-se soluc¢des-padrao de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0
ppm de DFB e 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 ppm de temefos (Figura 43).
As solucdes-padrao foram obtidas a partir de padrdes analiticos Diflubenzuron
Champion® (pureza de 99,6%) e Temephos Pestanal® (pureza de 95,6%) diluidos

em acetonitrila (grau HPLC).

A metodologia foi validada de acordo com os parametros: especificidade;
determinacado da faixa de trabalho e faixa linear; linearidade; sensibilidade; limite
de deteccdo; limite de quantificacdo; exatidao; precisdo e incerteza de medicao
(Tabelas 22 e 23) (SILVA e ALVES, 2006).
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Figura 43. Curvas analiticas obtidas para DFB (A) e temefés (B).
Tabela 22. Validagdo do método analitico de DFB em agua.
Parametro DFB
Limite de deteccdo (mg.L™) (n=5) 0,002221745
Limite de quantificacdo (mg.L™) (n=5) 0,006732561
=161740 x - 87,16
Curva de calibracdo (n=3) y r=1
Exatid&do (%)
0,01 mg.L™ 121,01
0,5 mg.L" 97,43
4,0 mg.L* 99,94
Precisdo (CV%) Intra-ensaio (n=5)
0,01 mg.L™ 5,82
0,5 mg.L™ 0,58
4,0mg.L* 0,02
r = coeficiente de correlagéo linear
CV = coeficiente de variacéo
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Tabela 23. Validacdo do método analitico para temefés em agua.

Parametro Temefés
Limite de deteccdo (mg.L™) (n=5) 0,011747751
Limite de quantificacdo (mg.L™) (n=5) 0,035599245
Curva de calibracéo (n=3) y=127120x - 380,3

r=0,999

Exatidao (%)
0,05 mg.L™ 92,52
1,0 mg.L* 102,66
3,0mg.L*! 100,64
Precisao (CV%) Intra-ensaio (n=5)
0,05 mg.L* 8,23
1,0 mg.L? 0,59
3,0mg.L? 0,81

r = coeficiente de correlacéo linear
CV = coeficiente de variacéo

4. Determinacao do potencial de lixiviagdo e potencial de transporte

Foi realizada a avaliacao do potencial de lixiviagdo dos larvicidas por meio
do indice de GUS (GUSTAFSON, 1989), de acordo com a equacao:

GUS = log (t¥2solo) x (4 — log (K,.))
onde:
t%2 solo = meia vida do produto no solo;
Koc = coeficiente de adsorgéo ao carbono orgéanico.

Os valores de GUS obtidos foram utilizados para classificar os inseticidas

nas categorias, definidas por faixas pré-estabelecidas (Tabela 24).

Tabela 24. Classes dos valores de GUS de acordo com Gustafson (1989).

indice de GUS Classes

GUS<1,8 N&o sofre lixiviagcao
1,8<GUS <28 Faixa de transicao

GUS =28 Provavel lixiviagéo
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Para a avaliacdo do potencial de transporte dos larvicidas foi utilizado o

método de GOSS (GOSS, 1992), o qual reune um conjunto de clausulas de

regras, que classifica os inseticidas em alto potencial, médio potencial e baixo

potencial de transporte de agua, dissolvido em agua ou associado a sedimento.

Os célculos dos potenciais de lixiviacao e transporte foram baseados em valores

de coeficiente de adsorcdo e meia vida disponibilizados por USEPA (1998) e

WHO (2004) (Tabela 25).

Tabela 25. Propriedades fisico-quimicas do DFB e temefés (Fontes: USEPA,
1998; WAUCHORPE et al. 1992; WHO, 2004).

DFB

Temefos

Massa molecular relativa

Ponto de fuséao

Ponto de ebulicao
Press&o de vapor a 25°C

Temperatura decomposicao

Volatilidade

Densidade
*log Kow
“Koc

Solubilidade em agua (25°C)

Estabilidade em agua

Hidrolise (25°C)

Degradacéo no solo

Fotolise

310,7

230-232°C (pureza=99%)
210-230°C (pureza=95%)
< 9X10™*° mmHg
ndo decompde no ponto de fuséo
< 4% (solido)
< 2% (agua pH 5,6)
1,56 g.cm'3
3,89 (22°C e pH 3)
10000 l.kg™

8 x 10 g/L (pH 7)
1x10* g/L (pH 4)
3,2 x 10™ g/L (ph 10)
4% decomposicdo (21 dias, pH 5)
8% decomposicédo (21 dias, pH 7)
26% decomposicao (21 dias, pH 9)
% > 180 dias (pH 5)
% > 180 dias (pH 7)
Y% = 32,5 dias (pH 9)
Y% < 7 dias
Y% = 80 dias a 25°C

466,5

30,0-30,5°C (pureza 94%)

6 x 10° mmHg
120-125°C

nao volatil
1,3 g.cm'3

4,41 (25°C)
18250 a 31800 l.kg™

30 ug.L™

6tima em pH 5-7 e até 49°C

Y% = 79,3 dias (pH 4)

% = 28,7 dias (pH 7)

Y = 49,1 dias (pH 9)
Y% = 17,2 dias

nao sofre

! Coeficiente de particdo n-octanol/agua.
? Coeficiente de adsorcéo carbono orgéanico.

Caunesp

105



RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as clausulas do método de GOSS (1992), os larvicidas DFB
e temefés possuem médio potencial de transporte em &gua, associado a
sedimento ou dissolvido em agua, e ndo sofrem lixiviagdo, segundo calculos
realizados pelo indice de GUS. Outros trabalhos com DFB (PESSOA et al. 2007;
IPCS, 1994) e com temeféos (USEPA, 1998) também classificaram estes

inseticidas como médio potencial de transporte e ndo sofrem lixiviagao.

Nos resultados dos residuos na agua dos testes de tilapia-do-Nilo, as
concentracfes de DFB diminuiram ao longo do tempo. A presenca do sedimento

nos testes nao alterou a disponibilidade do produto na agua (Figuras 44 e 45).

A diminuicao de concentracao do DFB foi mais acentuada nas primeiras 24
horas de teste, e apds este periodo, manteve concentracfes baixas, com

decréscimos menores.
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Figura 44. Diminui¢&o das concentra¢c8es de DFB na agua ao longo do tempo em teste agudo na
auséncia (A) e presenca de sedimento (B).
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Figura 45. Diminuicdo das concentrac6es de DFB na agua ao longo do tempo em teste crdnico na
auséncia (A) e presenca de sedimento (B).

Em testes com temefdos também houve decréscimo da concentracdo do
produto ao longo do tempo. Ndo houve diferenca entre testes realizados na
auséncia e presenca de sedimento (Figura 46 e 47).
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Figura 46. Diminuicdo das concentracdes de temefés na agua ao longo do tempo em teste agudo
na auséncia (A) e presenca de sedimento (B).
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Figura 47. Diminuicdo das concentracdes de temefés na agua ao longo do tempo em teste cronico
na auséncia (A) e presenca de sedimento (B).

O larvicida temefés apresentou concentracdes variadas ao longo dos
testes. Houve uma forte reducdo da concentragdo do temefés até 48 horas no
teste crénico com sedimento, entretanto, no sem sedimento esta reducao ocorreu
de maneira constante ao longo dos dias. Em testes agudos com sedimento,
houve uma sutil diminuicdo do temefés até 24 horas, e posteriormente manteve-
se constante. Testes agudos na auséncia de sedimento apresentaram

concentracdes com leve reducéo até 48 horas.

A disponibilidade do DFB na &gua diminuiu até 91,7% com 48 horas de
teste na auséncia de sedimento, e até 95,9% com 72 horas de teste na presenca
de sedimento (Tabela 26). Nos testes cronicos houve diminuicdo de até 96,2% de
DFB com 7 dias na auséncia de sedimento, e de 99,1% com 8 dias na presenca
de sedimento (Tabela 27).
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Tabela 26. Percentualidade da diminuicdo da concentracao inicial de DFB

medidas ao final dos testes agudos na auséncia e presenca de sedimento.

Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracao
inicial (mg.L™H)'* com 48 h (%)' inicial (mg.L™)? com 48 h (%)* com 72 h (%)?

1 -76,5 2 -73,3 -91,9
5 -79,9 6 -77,0 -91,9
10 -90,9 11 -74,1 -93,5
12 -90,0 13 -61,4 -95,8
14 -91,7 15 -71,2 -95,5
16 -91,4 17 -80,0 -95,9

! Teste agudo na auséncia de sedimento.
? Teste agudo na presenga de sedimento.

Tabela 27. Percentualidade da diminuicdo da concentracdo inicial de DFB

medidas ao final dos testes cronicos na auséncia e presenca de sedimento.

Concentracdo Concentracdo  Concentragcdo  Concentracdo Concentracdo
inicial (mg.L'H'  com 7d (%)*  inicial (mg.L)* com 6d (%)*> com 8d (%)?

0,07 -85,5 0,08 -62,3 -73,6
0,13 -84,4 0,15 -76,3 -80,6
0,67 -96,2 1,22 -96,7 -97,3
1,34 -85,5 4,40 -98,6 -99,1

z Teste crdnico na auséncia de sedimento.
Teste crénico na presenca de sedimento.

Nos ensaios realizados com temefés também ndo houve diferenca
significativa na diminuicdo das concentracbes do larvicida ao final dos testes
agudos e cronicos com e sem sedimento (Tabelas 28 e 29). Testes agudos
apresentaram reducdo na concentracdo de até 21,2% com 48 horas na auséncia
de sedimento, e de 23,1% com 72 horas na presencga de sedimento.
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Tabela 28. Percentualidade da diminuicdo da concentracdo inicial de temefés

medidas ao final dos testes agudos na auséncia e presenca de sedimento.

Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracao
inicial (mg.L™") com 48 h (%)" com 48 h (%)* com 72 h (%)?

5 -13,6 -17,1 -21.9
10 -19,4 -22,8 -12,5
15 -9,3 -22,2 -13,3
20 -10,5 -13,9 -17,2
25 -12,1 -20,0 -23,1
30 -21,2 - -

! Teste agudo na auséncia de sedimento.
? Teste agudo na presenca de sedimento.

Tabela 29. Percentualidade da diminuicdo da concentracdo inicial de temefos

medidas ao final dos testes cronicos na auséncia e presenca de sedimento.

Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracdo Concentracao
inicial (mg.LH)' com 7d (%)! inicial (mg.L)* com6d (%)° com 8d (%)?

0,07 -49,4 0,08 -45,9 -51,4
0,1 -67,3 0,1 -63,0 -65,3
0,5 -92,7 15 -90,6 -92,4
1,0 -84,5 3,0 -94.8 -95,9

; Teste crénico na auséncia de sedimento.
Teste crénico na presenca de sedimento.

A adsorcdo de produtos quimicos a superficies solidas desempenha um
importante papel no impacto sobre o meio ambiente. Produtos quimicos com
baixa solubilidade em &agua e pressdo de vapor, ou com alto coeficiente de
particAo n-octanol-agua, apresentam coeficiente de adsorcdo elevado, e podem
adsorver-se com mais facilidade ao sedimento em ambientes aquaticos (SWANN
et al. 1983). Apesar de o DFB e o temefGs apresentarem tais caracteristicas
(Tabela 25), ndo houve diferenca significativa entre testes agudos com e sem

sedimento.

A fracdo organica do solo é responsavel pela adsor¢do de muitos
compostos, principalmente os hidrofobicos, devido a presenca de carbono
organico. Quanto maior a fragdo organica do solo, maior o niumero de moléculas
adsorvidas a ele e menor disponibilidade e a biodegradacdo destes compostos

hidrofébicos (MILLIOLI et al. 2008). Apesar de os larvicidas DFB e temefds serem
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hidrocarbonetos hidrofobicos, a baixa adsorcdo dos produtos ao solo, quando
comparados com os testes realizados na auséncia de sedimento, pode ser
relacionada a baixa quantidade de matéria organica presente no sedimento (12

g.dm™, aproximadamente 1% da composicdo do sedimento).

CONCLUSAO

O DFB e o temefdos possuem médio potencial de transporte em agua,

associados a sedimento ou dissolvidos em agua, e nao sofrem lixiviacao.

As concentracdes de residuos de DFB e temefos nas aguas de testes
agudos e crénicos de O. niloticus reduziram ao longo do tempo. A diminuicdo das

concentragfes de DFB foi maior, quando comparada com a reducéo de temefos.

O DFB apresenta predominante reducao das concentragdes nas primeiras
24 horas de teste, e ap0Os este periodo, mantém reducdes menores. O larvicida
temefds apresentou diminuicfes variadas das concentracdes durante os testes.

A presenca de sedimento ndo diminui a quantidade de residuos dos
larvicidas nas aguas analisadas, o0 que pode ser relacionado com o tipo de solo

utilizado (baixa quantidade de matéria orgéanica).
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VIII. CAPITULO V

Lesbes histologicas de tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) expostas aos larvicidas diflubenzuron e

temefos

INTRODUCAO

A expansdo da aquicultura e da agricultura elevou a quantidade de
inseticidas utilizados no pais. O uso destes compostos quimicos em saude
publica, no combate a vetores de doencas, também aumentou com o crescimento
das areas urbanas. Os larvicidas temefés, da classe dos organofosforados, e o
diflubenzuron, um inibidor de crescimento de insetos (DFB) sdo amplamente
utilizados no combate as larvas do vetor Aedes aegypti, mosquito transmissor da

dengue.
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A utilizacdo destes inseticidas aumenta os impactos ambientais, uma vez
gue estes sao lixiviados e/ou carreados com a chuva até os recursos hidricos. A
contaminacao destes locais frequentemente é observada por meio da mortalidade
do sistema biotico, entretanto, outros sinais como alteracfes genéticas,
histolégicas, bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais podem ocorrer nos

organismos nao alvos.

Os xenobidticos atuam nos organismos de varias maneiras e em diferentes
niveis. Diversas técnicas foram desenvolvidas para avaliar os efeitos dos agentes
toxicos nestes organismos, e os indicadores fisioldgicos e comportamentais séo
0s mais utilizados na avaliacédo dos impactos causados pelos contaminantes nas

populacoes.

Alteracbes histologicas e morfoldgicas sdo observadas em diversos
organismos afetados por contaminantes. As branquias de peixes, por exemplo,
sdo altamente sensiveis a materiais irritantes presentes na agua (WESTER e
ROGHAIR, 1994).

O figado dos peixes € outro 6rgao largamente estudado como biomarcador
de contaminacdo aquaética, por ser o principal local de biotransformacdo de muitos
xenobidticos presentes no meio aquatico. Portanto, estudos sobre a histologia
hepatica em peixes é fundamental para realizar avaliagbes de possiveis

contaminacdes quimicas.

Diante do uso dos inseticidas DFB e temefds em saude publica, agricultura
e em aquicultura, e o risco de intoxicacdo dos larvicidas aos organismos néo
alvos, objetivou-se neste trabalho determinar a histopatologia de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas aos larvicidas DFB e temefos em testes de

toxicidade aguda na auséncia de sedimento.

MATERIAL E METODOS

Testes preliminares de toxicidade aguda de DFB e temefés foram
conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotoxicos e Saude

Ocupacional da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade
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Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal. Os testes foram realizados com tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), na auséncia de sedimento. Os produtos
comerciais utilizados foram o Diflubenzuron 25% Champion® e o Temefés Fersol
1G®.

1. Testes preliminares

Os peixes foram obtidos do setor de Tilapicultura do Centro de Aquicultura
da UNESP, campus de Jaboticabal. Os testes agudos foram conduzidos em
sistema estéatico durante 48 horas, com volume final de 3 litros das solucbes-
testes e 3 alevinos por tratamento, na auséncia de sedimento. Os larvicidas foram

adicionados 24 horas ap0és 0s peixes serem colocados nos recipientes-testes.

As concentraces utilizadas para testes foram: 0, 1, 3, 5, 10, 14 e 16 mg.L™
para DFB e 0, 5, 10, 15, 25 e 30 mg.L™ para temefds para testes sem sedimento.
Foram coletados branquias e figados de até trés alevinos sobreviventes de cada

tratamento e do controle ao final dos testes.

2. Histopatologia de branquia e figado de O. niloticus

Os animais foram eutanasiados em banho de imersdo com benzocaina
(1,0 g.L! de 4gua) e coletados fragmentos de tecidos de branquia e figado. Os
tecidos foram imersos em solucao fixadora de Formaldeido Tamponado (10%; pH
6,8) por 24 horas, e posteriormente foram submetidos & desidratacdo (em série
crescente de etanol), diafanizacdo, embebicdo e inclusdo em Histosec® (Merck).
ApoOs a emblocagem, foi realizada a microtomia em microtomo automatico (Leica,
RM-2155) com cortes de 4,0 um de espessura. Os cortes foram diafanizados,
hidratados, corados com hematoxilina-eosina (H.E), desidratados e diafanizados

novamente, até a montagem final da lamina.
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Os cortes de branquias e figados foram analisados e fotografados em
microscopio Leica 5000MB, acoplado com cé&mera DP10, do Laboratério de
Anatomia da FCAV/ UNESP, campus de Jaboticabal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Branquias

Histologicamente, os alevinos do controle apresentam tecido branquial
organizado em arcos branquiais que suportam as lamelas primérias. As lamelas
secundarias originam-se das primarias e sdo compostas por células mucosas e
células pilares, que sustentam as lamelas. Entre as lamelas secundarias ocorre o
espaco interlamelar, com células de cloreto e de revestimento. A altura do espaco

interlamelar ocupa metade da altura da lamela secundaria (Figura 48).

No tratamento com 1,0 mg.L* de DFB as branquias apresentaram-se
similares as do controle. Nos tratamentos com 3,0; 5,0; 10,0; 14,0 e 16,0 mg.L™
de DFB as branquias sofreram estase (congestdo vascular) no interior das
lamelas primarias e secundarias. Além disso, as lamelas secundarias
apresentaram desestruturacdo na sustentacdo lamelar, edema subepitelial e

formacao de aneurismas (Figura 48).

Para os alevinos submetidos ao temefés, no tratamento com 5,0 mg.L™ as
branquias foram similares as dos animais do controle. Nas concentra¢cfes 10,0 e
15,0 mg.L* as branquias apresentaram edema subepitelial, e com 25,0 e 30,0

mg.L™ ocorreu edema subepitelial e estase nas lamelas secundarias (Figura 48).
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Figura 48. Fotomicropia de cortes transversais de branquias de tilapia-do-Nilo ao final do teste de

Caunesp

toxicidade aguda com DFB e temefds. A: Controle, LP: lamela primaria, LS: lamela
secundaria, SV: seio venoso central, CM: células mucosas, CR: células de
revestimento, Seta: células pilares. B: tratamento com 3 mg.L™" de DFB, DE:
desestruturagdo na sustentacdo das lamelas, ED: edema subepitelial. C: tratamento
com 3 mg.L" de DFB, ES: estase, AN: aneurisma. D: tratamento com 30 mg.L™" de

temefos, ES: estase, ED: edema subepitelial.
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As branquias, quando entram em contato com contamina¢des quimicas,
alteram a forma dos filamentos branquiais e das lamelas respiratérias
(LUVIZOTTO, 1994). A desestruturacdo na sustentacdo lamelar direciona as
lamelas no mesmo sentido de entrada do fluxo de agua nas branquias, e diminui a
absorcao de oxigénio (FANTA et al. 2003).

A estase raramente ocorre em condi¢des normais, em razao dos diametros
dos capilares serem pequenos. Situacfes severas em que muitos eritrocitos
permanecem estagnados no Iumen dos capilares podem culminar em

aneurismas, onde ha rompimento epitelial (MELETTI, 2004).

Edemas entre as camadas do epitélio, como ocorreu em alevinos
submetidos em ambos os larvicidas, podem caracterizar um processo inflamatorio
(HEATH, 1987) e serem interpretados como resposta do organismo de defesa a

produtos toxicos.

As alteracbes no tecido branquial dos alevinos prejudicam o fluxo
sanguineo, como as estases e 0s aneurismas e comprometem as trocas gasosas
das branquias, além de alterar a homeostase dos animais (equilibrio acido-basico
e osmotico) (MELETTI, 2004).

2. Figados

Os animais do controle apresentam o figado composto por veias centrais,
gue se ramificam e originam 0s vasos, responsaveis pela irrigacdo de todo o

orgao. Os capilares sinusoides surgem a partir dos vasos de irrigacao.

Os hepatocitos apresentam formato levemente hexagonal, nucleo basofilo
e citoplasma pouco acidéfilo (claro), organizados ao longo dos capilares
sinusoides, dando ao tecido um aspecto cordonal. No interior do tecido hepatico
localiza-se também o hepatopancreas exocrino, margeando as veias centrais
(Figura 49).

Nos tratamentos com 1,0; 3,0 e 5,0 mg.L™! de DFB a histoarquitetura do
figado foi similar ao do controle. Entretanto, ocorre hipertrofia dos hepatdcitos,

com deslocamento do nucleo para a periferia da célula. Nos tratamentos com
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10,0; 14,0 e 16,0 mg.L™* de DFB ocorre hipertrofia dos hepatécitos e estase no
interior dos capilares sinuséides (Figura 49).

Para temef6s, nas concentrages 5,0 e 10,0 mg.L™ ocorre hipertrofia
acentuada dos hepatdcitos. Nos tratamentos com 15 e 25 mg.L™?, além da
hipertrofia, ocorreu estase no interior dos capilares sinuséides, e no tratamento 30
mg.L™* foi observado ntcleo picnético (Figura 49).

N N
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Figura 49. Fotomicropia de cortes transversais de figados de tilapia-do-Nilo ao final do teste de

toxicidade aguda com DFB e temefds. A: Controle, VC: veia central, Seta: capilares
sinusoides. B: tratamento com 3 mg.L'1 de DFB, Asterisco: hipertrofia dos hepatdcitos.
C: tratamento com 10 mg.L'1 de DFB, ES: estase. D: tratamento com 30 mg.L'1 de
temefds, NP: nucleo picnotico, ES: estase, Asterisco: hipertrofia dos hepatdcitos.

120

Caunesp



A hipertrofia dos hepatdcitos pode ser relacionada com aumento do
namero de organelas responsaveis pela detoxicacdo e € uma fase reversivel ou
transitoria das células. Nas situacdes extremas em que as organelas nao
suportam a gquantidade de toxinas presentes na célula, ocorre o nucleo picnotico,
cuja cromatina encontra-se extremamente condensada e indica a necrose do

tecido.

CONCLUSAO

As branquias de tilapias-do-Nilo submetidas ao DFB apresentam estase no
interior das lamelas primarias e secundarias, desestruturacdo na sustentacédo das
lamelas secundarias, edema subepitelial e formacdo de aneurismas a partir da
concentracdo 3,0 mg.L?. Os organismos expostos ao temefds apresentam
branquias com edema subepitelial a partir da concentracdo 10,0 mg.L™ e estase

no interior das lamelas secundarias a partir da concentragéo 25,0 mg.L™.

O DFB causa hipertrofia dos hepatocitos nos peixes a partir da
concentracdo 1,0 mg.L™, e estase no interior dos capilares sinuséides a partir da
concentracdo 10,0 mg.L™. Peixes submetidos ao temefds apresentam hipertrofia
acentuada dos hepatdcitos a partir da concentracéo 5,0 mg.L™, estase no interior
dos capilares sinuséides a partir da concentracdo 15,0 mg.L™ e nlcleo picnético

(necrose) no tratamento com 30,0 mg.L™.
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IV. CONCLUSAO GERAL

O DFB classifica-se como praticamente ndo téxico para L. minor,
ligeiramente toxico para H. eques e O. niloticus, e extremamente toxico para D.
magna, com risco de intoxicagdo ambiental baixo para a macrofita e peixes, e alto
para 0 microcrustaceo. A presenca de sedimento nos testes ndo alterou

significativamente a agéo toxica dos larvicidas sobre os organismos-testes.

O temefés classifica-se como ligeiramente toxico para L. minor, H. eques e
O. niloticus e extremamente téxico para D. magna. O risco de intoxicacdo
ambiental € médio para peixes e macrofita, e alto para o microcrustaceo. A

presenca de sedimento também n&o alterou a agéo toxica do produto.

Em relacéo aos testes cronicos, doses sub-letais dos larvicidas néo alteram
0 crescimento de L. minor, com excecdo do teste com temefds realizado na
auséncia de sedimento, em que houve reducédo significativa no crescimento de
frondes. Entretanto, para 0s peixes, exposi¢coes prolongadas aos larvicidas,
mesmo que em doses sub-letais, causam efeitos adversos na auséncia e
presenca de sedimento. O DFB diminui o crescimento de mato grosso e tilapia-
do-Nilo, e testes com temefds provocam mortalidade dos peixes. Testes crénicos
para D. magna diminuem a longevidade dos organismos nas maiores
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concentracbes, sendo estas sdo muito inferiores a concentracdo utilizada em

campo para o controle de A. aegypti.

O DFB e o temefés possuem médio potencial de transporte em agua,
associados a sedimento ou dissolvidos em agua, e ndo sofrem lixiviagdo. As
concentracdes de residuos de ambos os larvicidas nas aguas de testes agudos e
cronicos de O. niloticus reduziram ao longo do tempo. O DFB apresenta
predominante reducdo das concentracdes nas primeiras 24 horas, e apods este
periodo, mantém reducbes menores. O larvicida temefds apresentou diminuicdes
variadas das concentracdes durante os testes. A presenca de sedimento ndao diminui

a quantidade de residuos dos larvicidas nas aguas analisadas.

As branquias de tilapias-do-Nilo submetidas ao DFB apresentam estase no
interior das lamelas primérias e secundarias, desestruturagdo na sustentacao das
lamelas secundarias, edema subepitelial e formacdo de aneurismas. Os
organismos expostos ao temefds apresentam branquias com edema subepitelial e
estase no interior das lamelas secundarias. O DFB causa hipertrofia dos
hepatdcitos e estase no interior dos capilares sinuséides nos peixes. Os animais
submetidos ao temefds apresentam hipertrofia acentuada dos hepatdcitos, estase

no interior dos capilares sinuséides e sinais de necrose.
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