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RESUMO: O fipronil € um pesticida seletivo que atua no sistema nervoso paralisando ou matando o
organismo alvo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do agrotoxico fipronil utilizando
como organism-teste o Cladocera Bosmina freyi. Os organismos foram coletados na Represa do Broa,
situada no Estado de Sao Paulo entre os municipios de ltirapina e Brotas. Para o teste, foram adicionadas
em placas de acrilico a solugéo controle e as solugées-teste de fipronil nas concentragdes de 0,312 mg.L™,
0,625 mg.L™", 1,25 mg.L™" e 2,5 mg.L'™", com 4 repeticdes para cada uma das concentragdes testadas. Foram
expostos 5 individuos de B. freyi em cada cavidade. O experimento foi realizado em incubadora a 24 + 1 °C
com fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro, por 48 h de exposicdo ao agrotdéxico. A mortalidade
observada foi utilizada para a determinacdo da CLs,. Para tal célculo, utilizou-se o programa estatistico
“Trimmed Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal Concentrations in Toxicity Biossays”. Os
resultados obtidos evidenciaram que o fipronil foi moderadamente toxico para B. freyi durante a exposi¢ao
de 24h e o valor de CLs, — 24h registrado foi de 1,5 mg L™. Porém, ap6s exposicdo mais prolongada, de
48h, o efeito da toxicidade foi maior ja que mais de 50% dos individuos morreram na concentragao mais
baixa, de 0,312 mg L. Comparando-se os resultados obtidos com aqueles reportados para outros
cladoceros, como as espécies do género Daphnia (macro-zooplancton) conclui-se que as espécies de
Bosmina (micro-zooplancton) sdo mais resistentes a toxicidade deste agrotoxico do que as espécies de

maior porte. Conclui-se, portanto, que a espécie Bosmina freyi pode ser utilizada como um organismo-teste
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para testes de toxicidade com agrotdxicos, devido a sua sensibilidade e facilidade de obtencdo face a ampla

ocorréncia em corpos de agua relativamente preservados.

Palavras-chave: Agrotéxico. Cladocera. Ecotoxicologia.

1 INTRODUCAO

Devido a crescente utilizacdo de compostos quimicos toxicos nos mais diversos
setores das atividades humanas tém ocorrido uma crescente poluicdo de todos os tipos
de ecossistemas, mas particularmente dos sistemas aquaticos continentais. Em
decorréncia da conscientizagdo da sociedade e das autoridades governamentais sobre os
riscos desses compostos a salde humana e a toda a biota aquatica, inUmeros ensaios
bioldgicos foram desenvolvidos para avaliagdo da toxicidade de efluentes liquidos, corpos
d'agua receptores e sedimentos (USEPA, 1985).

A tilizacdo de testes de carater ecotoxicolégico, que venham fornecer informacdes
guanto ao efeito toxico causado em diferentes niveis de organizacdo dos ecossistemas
por substancias quimicas nele presentes, tornam-se cada dia mais importante nas
avaliacOes de impacto ambiental. Deste modo, a realizagdo de testes de toxicidade tem
sido incluida em programas de monitoramento, constituindo uma das analises
indispensaveis no controle de fontes de poluicdo (CETESB, 1991).

A adocdo de estudos ecotoxicologicos permite fazer predicdes sobre os riscos de
extingdo das espécies, constituindo-se uma ferramenta para a compreensdo da extenséo
dos impactos jA que os organismos Vvivos utilizados nos testes de toxicidade funcionam
como verdadeiros "biosensores" que respondem a presenca dos contaminantes.
Atualmente, existem métodos padronizados de testes de toxicidade para inUmeras
espécies marinhas e de agua doce, como por exemplo, peixes, invertebrados e algas
(CETESB, 1991).

Os testes de toxicidade sejam eles agudos ou cronicos e a determinagédo da faixa
de sensibilidade dos organismos-teste em geral sdo realizados por varias razbes, mas o
principal objetivo é gerar dados com o intuito de prever os efeitos que substancias
guimicas ou efluentes complexos podem provocar nas comunidades aquaticas naturais
(Winner, 1988).
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No Brasil, os organismos-teste utilizados sdo geralmente espécies exoticas, que,
segundo Cairns (1993) sdo frequentemente utilizadas para determinar a toxicidade de
efluentes em ambientes aquaticos nos quais ndo possuem nenhuma relevancia ecoldgica
ou mesmo ocorréncia. Dessa forma, sdo relevantes o0s estudos ecotoxicoldégicos
baseados em espécies locais ou autoctones que sejam representativas de nossos
ecossistemas, valendo-se da sua importancia ecoldégica como ferramenta mais realista
para definir critérios de qualidade de agua e lancamentos de efluentes em corpos de 4gua
locais ou regionais.

Os cladoceros, em especial os dafinideos, sdo extensivamente utilizados em testes
de toxicidade aquética, pelo fato de serem organismos bem adaptados as condi¢des de
laboratorio e por apresentarem uma alta sensibilidade a produtos quimicos, além de
exercerem um papel fundamental na comunidade aquatica, a de servir como proteina
animal de alto valor nutricional para peixes (Mount & Norberg, 1984). O uso desses
organismos em testes de toxicidade tem muitas vantagens, incluindo a sua facilidade de
manipulacdo, a possibilidade de obter clones por partenogénese, seu ciclo de vida curto e
a elevada sensibilidade a maioria das substancias téxicas (Adema 1978; Trayler e Davis
1996).

Os cladéceros mais comumente utiizados como organismos-teste em
ecotoxicologia aquatica sdo, sem duvida as espécies Daphnia magna e Ceriodaphnia
dubia, no entanto, a distribuicdo geografica natural destas espécies € restrita as areas
temperadas do Hemisfério Norte (Mitchell et al. 2004).

O organismo-teste selecionado para o presente estudo, Bosmina freyi € uma
espécie de Cladocera nativa faciimente encontrada em varios tipos de corpos d’ agua
brasileiros, fato que permite sua facil utilizacdo em testes de toxicidade. Possui habito
principalmente litoraneo e séao filtradoras de algas e protozoarios que podem variar de 1 a
3 micrémetros.

Na selecdo do agente toxico optou-se por testar o inseticida Fipronil, considerado
um pesticida seletivo que atua no sistema nervoso paralisando ou matando o organismo
alvo (Rhoune-Poulenc, 1996). O Fipronil € um composto ndo-iénico (PIASAROLO, 2008),
utilizado como produto de uso caseiro em forma de isca, para o controle de baratas,

formigas, grilos e cupins (KIDD e JAMES, 1991). E utilizado também como antiparasitario
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em animais domesticos, no controle de pulgas e carrapatos. Atualmente € registrado no
Brasil para o controle de cupins, besouros, lagartas e brocas nas culturas de algodao,
batata, cana de acucar, milho e soja (AGROFIT, 2007)

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi determinar a toxicidade deste
pesticida a organismos ndo alvos da biota aquatica e testar a sensibilidade de Bosmina
freyi ao inseticida Fipronil, uma espécie abundante em corpos de dgua do Estado de Séo
Paulo, ainda ndo testada quanto a sua adequagdo como organismo-teste para estudos
ecotoxicolégicos. Estudos desse tipo podem contribuir para a avaliacao do impacto de um
pesticida de uso crescente no Brasil e para a determinacdo da sensibilidade de uma
espécie nativa, ambos constituindo subsidios para ac¢des futuras que visem a preservacao

de espécies da biota aquéatica Neotropical.
2 MATERIAL E METODOS
Origem do material bioldgico

Individuos da espécie Bosmina freyi De Melo and Hebert, 1994 foram coletados na
Represa do Lobo, conhecida também como Represa do Broa, que esta situada no Estado
de Séo Paulo, entre os municipios de ltirapina e Brotas a 20 km do campus da
Universidade Federal de Sao Carlos. Apresenta as seguintes caracteristicas fisicas: 7,5
km de comprimento maximo, 2,2 km de largura maxima e 10m de profundidade maxima.

Os individuos foram obtidos em amostras de plancton coletadas na referida represa
por meio de arrastos verticais e horizontais combinados. A espécie foi identificada e
individuos juvenis foram separados da amostra e submetidos ao teste. Esse estudo € um
trabalho preliminar e posteriormente deverdo ser realizados outros testes com a mesma
espécie, porém, com clones de individuos adaptados as condi¢cdes de cultivo. Desse
modo, a faixa de sensibilidade da espécie Bosmina freyi ao fipronil e a outros compostos

toxicos de referéncia podera ser determinada.

Testes de toxicidade aguda
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Os testes de toxicidade aguda foram feitos utilizando-se o produto comercial
Regente 800 WG ® (80% fipronil e 20% celulose) cujo principio ativo € o fipronil. A
solucéo estoque foi preparada na concentracdo de 1 g L ™, diluido em agua destilada.

Esta solugdo foi mantida em frasco totalmente escuro e em freezer comum (-15 °C)
com intuito de evitar a degradacao do agroquimico antes de fazer as diluicdes desejadas.

Em cada poco de placas de cultivo de tecido de poliestireno (Costar®) com 12
cavidades foram adicionadas a solucdo controle e as solucdes-teste (0,312 mg.L™, 0,625
mg.L?, 1,25 mg.L* e 2,5 mg.L?) com 4 repeticdes para cada uma das concentracdes.
Foram utilizados cinco individuos da espécie Bosmina freyi em cada cavidade da placa de
cultivo, distribuidos aleatoriamente em todas as cavidades. Em seguida as placas de
cultivo com os organismos foram mantidas em incubadora a 24 £ 1 °C com fotoperiodo de
16 horas luz / 8 horas escuro com tempos de exposicdo ao agrotoxico de 24 e 48 horas.
Ao final do teste de toxicidade aguda registrou-se 0 nimero de organismos mortos sob
lupa, somando-se o numero total de individuos mortos nas réplicas. Os resultados
relativos a mortalidade observada foram utilizados para a determinacdo da ClLs
(concentracdo letal para 50% dos organismos). Para tal calculo, utilizou-se o programa
estatistico “Trimmed Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal

Concentrations in Toxicity Biossays” (Hamilton et al., 1977).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 mostra a classificagdo dos agrotoxicos, segundo Zucker (1985), em
relagdo as suas classes de toxicidade. De acordo com estas o fipronil pode ser
considerado moderadamente toxico para o cladocero Bosmina freyi durante uma
exposicdo de 24h, ja que a Clsy, — 24h registrada foi de 1,5 mg L™, enquadrando-se na
faixa entre 1 e 10 mg L™. Porém, quando a exposicéo foi prolongada para o tempo de
48h, o efeito da toxicidade foi maior, indicando que o tempo de exposicdo do agrotoxico é
um fator importante em relacdo aos seus efeitos. Em 48h mais que 50% dos individuos
morreram na concentracdo mais baixa, de 0,31 mg L™. Dessa forma, ndo foi possivel

calcular a CLgy — 48h.
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Nas figuras abaixo estdo representados os valores da mortalidade dos individuos
de B. freyi expostos ao Fipronil apos 24h (Figura 1) e 48h (Figura 2) de exposi¢ao.

Tabela 1 - Classes de toxicidade aguda de agrotoxicos para organismos aquaticos.

Classe de toxicidade CL50 ou CES0 (mg.L™)
Extremamente toxico < 0.1
Altamente toxico 0,1a1.0
Moderadamente tdxico =10&8=<10
Ligeiramente toxico > 10 & < 100
Praticamente n&o-toxico > 100

Fonte: Zucker, 1985.
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Figura 1. Efeito toxico de diferentes concentrages de Fipronil ao cladécero Bosmina freyi
apos 24 h de exposicao, com intervalo de confianca de 95 %, teste Trimmed-Spearmann-
Karber (TSK).
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Figura 2. Efeito toxico de diferentes concentracdes de Fipronil ao cladécero Bosmina freyi
apos 48 h de exposicao, intervalo de confianca de 95 %, teste Trimmed-Spearmann-
Karber (TSK).

O Fipronil é altamente téxico para muitas espécies aquaticas e em algumas
espécies € comprovada a sua bioiacumulagdo (Gunasekara et al, 2007). A toxicidade
aguda deste pesticida foi anteriormente avaliada para alguns organismos ndo-alvo.
Chandler et al. (2004) estimaram a CLsy - 96h de Fipronil para o copépode Amphiascus
tenuiremis em 0,0068 mg.L™ sendo assim extremamente toxico a essa espécie.

Scott et al. (2008) determinaram o efeito do Fipronil nos corregos usados para
irrigagdo da cultura de arroz, por meio da avaliacho da comunidade de

macroinvertebrados. Verificaram que a persisténcia do pesticida, mesmo apos seis meses
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de uma Unica aplicacdo de 0,005 mg.L™, diminuiu a populacdo dos macro-invertebrados
aguaticos estudados.

Entre os clad6ceros, Stark et al. (2005) testaram o efeito do Fipronil para a espécie
Daphnia pulex e registraram o valor de CLs, - 96h de 0,016 mg.L™, valor este bem menor
gue o valor obtido para a espécie Bosmina freyi no presente estudo. Esse valor
extremamente toxico registrado pelos autores acima referidos provavelmente ocorreu
devido ao maior tempo de exposicdo da espécie D. pulex ao agrotdxico (96h).

Schlenk et. al. (2001) observaram a sensibilidade do clad6cero Ceriodaphnia dubia
e também a elevada toxicidade do Fipronil para esta espécie, onde o valor registrado para
a Clso - 48h foi de 0,017 mg.L™.

O valor de CLg, registrado para a espécie Bosmina freyi em comparacdo com
outros cladoceros sugere que as espécies pertencentes ao micro-zooplancton possuem
maior resisténcia quando comparadas as espécies do macro-zooplancton. Li & Zhou
(2007) avaliaram os efeitos dos pesticidas sobre 0s organismos aquaticos e concluiram
gue sob o estresse de pesticidas, as espécies de Daphnia foram extintas, enquanto os
cladéceros de pequeno porte, como Bosmina e os rotiferos tornaram-se dominantes na
comunidade zooplanctbnica, evidenciando assim uma maior sensibilidade pelos
cladéceros de maior tamanho corporal.

Embora os resultados obtidos sejam preliminares, eles s&o, no entanto,
promissores tendo em vista a constatacdo de sensibilidade da espécie Bosmina freyi ao
fipronil. O fato de ser uma espécie de pequeno porte, mas relativamente resistente,
levanta a hiptese da capacidade desta espécie em transformar este composto em uma
forma menos téxica, mas que em niveis sub-letais poderiam comprometer a persisténcia
da espécie, pois organismos capazes de se desintoxicar tém que gastar energia neste
processo, reduzindo provavelmente seu desempenho reprodutivo. Estes efeitos precisam
ser investigados de forma mais aprofundada na busca de subsidios para a preservacéo

da biota das aguas doces brasileiras.

4 CONCLUSOES
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e O agrotoxico Fipronil foi toxico ao Cladocera Bosmina freyi.

e A espécie Bosmina freyi pode ser utilizada em testes de toxicidade com
agrotoxicos, podendo vir a ser um organismo-teste Util. Por ser uma espécie nativa
€ de grande importancia sua utilizacdo ja que as espécies padronizadas
atualmente séo restritas a areas temperadas.

e O tempo de exposicdo do agrotoxico testado € um fator importante em relacédo aos
efeitos causados nas populacdes de Bosmina freyi.

e Espécies de Cladocera de pequeno porte (micro-zooplancton) sdo mais resistentes
a toxicidade do agrotdéxico comparadas com espécies maiores (macro-

zooplancton).

REFERENCIAS

ADEMA, D.M.M. Daphnia magna as a test animal in acute and chronic toxicity tests.
Hydrobiologia. 59:125-134, 1978.

AGROFIT 2007. Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Disponivel em:
<http://extranet.agricultura.gov.br/agrofi t_cons/principal_agrofi t_cons>. Acesso em: 14
fev. 2007.

CAIRNS, J. Jr. Environmental Science and Resource Management in the 21%
century: scientific perspective. Environmental Toxicology and Chemistry, v.12, p.1321-
1329, 1993.

CETESB — COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL. Agua —
Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea).
Sao Paulo: CETESB, (Norma técnica L5 018), 1991.

CHANDLER, G.T.; CARY L. T.; VOLZ C. D.; WALSE S. S.; FERRY 1. J.; KLOSTERHAUS
[.S. Fipronil effects on estuarine copepod (Amphiascus tenuiremis) development,
fertility, and reproduction: a rapid life-cycle assay in 96-well microplate format.
Environmental Toxicology and Chemistry., v.23, n.1, p.117-124, 2004.

GUNASEKARA, A.S. et al. Fipronil behavior in environmental systems. Journal of
Pesticide Science. Vol. 32, No. 3, 189-199, 2007.

VIII Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n.2, 2012, p. 384-394.



- - - . —
| Vi 57T - " ]

’ adica Eletrink ISSN 1980-0827 :
¥ FaaleRg oy Volume 8, Numero 2, 2012

Gestao dos Recursos Hidricos

- Férum Ambiental  sscs tiorogrricss, pianiamento o

da #Hta Paalicta

HAMILTON, M.A., RUSSO, R.C. & THURFTON, R.B. Trimmed Spearman-Karber
method for estimating median lethal concentration in toxicity bioassays.
Environmental Science & Technology, 11 (7): 714-719, 1977.

KIDD, H. and D.R. JAMES, Eds. The Agrochemicals Handbook, Third Edition. Royal
Society of Chemistry Information Services, Cambridge, UK, 1991, 3-11.

Li, S. & Zhou, S. Side-effect of pesticides on aquatic organisms. In.: Aquatic
Toxicology Research Focus. p. 79-98, 2008.

MITCHELL, S.E., HALVES, J., LAMPERT, W. Coexistence of similar genotypes of
Daphnia magna in intermittent populations: response to thermal stress. Oikos
106(3):469-478, 2004.

MOUNT DI & NORBERG, T.J. A seven-day life cycle cladoceran toxicity test.
Environmental Toxicology and Chemistry, 3: 425-434, 1984.

PIASAROLDO, L.; DE OLIVEIRA, R.R.L.; GUERREIRO, M.C. Influéncia da polaridade de
pesticidas n&o-idnicos sobre sua sorcdo em um latossolo. Ciéncia & Agrotecnoligia,
v.32, n.6 p.1802-1809, 2008.

RHONE-POULENC. Fipronil Worldwide Technical Bulletin. Rhéne-Poulenc
Agrochimie, Lyon, France. 19 pp., 1996.

SCHLENK, D., HUGGETT, D. B., BENNETT, E., RIMOLDI, J., BEELER, A. B., BLOCK,
D., HOLDER, A. W., HOVINGA, R. AND BEDIENT, P. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, v.41, 325-332, 2001.

SCOTT, V. M.; STEPHEN, D. P.; DENNIS, K. D. Influence of fipronil compounds and
rice cultivation land-use intensity on macroinvertebrate communities in streams of
southwestern Louisiana, USA. Environmental Pollution, v.152, p.497-503, 2008.

SCHLENK, D.; HUGGETT, D. B.; BENNETT, E.; RIMOLDI, J.; BEELER, A. B.; BLOCK,
D.; HOLDER, A. W.; HOVINGA, R. AND BEDIENT, P. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, v. 41, 325-332, 2001.

STARK, D. J.; VARGAS I. R. Toxicity and hazard assessment of fipronil to Daphnia
pulex. Ecotoxicology Environmental. Safety. v.62, p.11-16, 2005.

TRAYLER, K.M., DAVIS, J.A. Sensitivity of Daphnia carinata sensu lato to the insect
growth regulator, pyriproxyfen. Ecotoxicology Environmental. Safety, 33(2):154-156,
1996.

USEPA - UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. USEPA/600/4 —
85/014. Short term methods for estimating the chronic toxicity of effluents and
receiving waters to freshwater organisms. Cincinnati, Ohio, 162p., 1985.

VIII Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n.2, 2012, p. 384-394.



| il |

eriddico Eletrini ISSN 1980-0827
PRl ooy Volume 8, Nimero 2, 2012

) y | Fé ru m Am b i e ntal Bacias Hidrograficas, Planejamento e: 3

ANAP W s ) Gestao dos Recursos Hidricos

WINNER, R.W. Evaluation on the relative sensitivities of 7.D. Daphnia magna and
Ceriodaphnia dubia toxicity tests for cadmium and sodium pentachlorophenate.
Environmental Toxicology and Chemistry, v.7:153-159p, 1988.

ZUCKER, E. Hazard Evaluation Division - Standard Evaluation Procedure - Acute
toxicity test for freshwater fish. (USEPA Publication 540/9-85-006), 1985.

VIII Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n.2, 2012, p. 384-394.



