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RESUMO

A mortalidade nas fases de larvicultura, alevinagem e nas fases iniciais de engorda de peixes
tem causado perdas econdmicas na piscicultura, devido as ocorréncias de ecto e endoparasitos.
Os compostos organofosforados tém sido utilizados no controle de ectoparasitos na aquicultura
mundial e, dentre estes, o azametifds, considerado moderadamente téxico e inibidor da
acetilcolinesterase, é utilizado e registrado em outros paises para a aquicultura e tem potencial
para ser utilizado na piscicultura brasileira. Com isso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
toxicidade aguda do azametifds para os organismos nao alvos e bioindicadores de exposicao:
Wolffia brasiliensis, uma planta aquéatica ndao alvo, Macrobrachium acanthurus, o camardo pitd-
de-agua-doce e o peixe Hyphessobrycon eques, conhecido como mato-grosso. Dessa forma,
para executar os ensaios de toxicidade aguda em sala de bioensaio, 0os organismos foram
submetidos a aclimatacdo, com excecdo de Macrobrachium acanthurus, por ser de natureza
comportamental territorialista. Para a aclimatacdo de Hyphessobrycon eques, estes foram
colocados em aquarios de 70L, sem fluxo continuo, com manejo diario, realizando troca de
agua, com aeracdo continua em temperatura de 27,0 £ 2,0°C, com fotoperiodo de 16 horas por
7 dias. Wolffia brasiliensis passou por 4 dias de aclimatacdo, temperatura 25,0 + 2,0 °C e com
fotoperiodo de 24 horas de luz. Apds a aclimatacédo, os ensaios foram realizados em sistema
estatico (sem alimentacdo e renovacdo de agua), em triplicatas bioldgicas, com pesos de
0,60£0,3 gramas para Hyphessobrycon eques e 0,92 e 2,35 gramas para Macrobrachium
acanthurus. Os ensaios duraram 48 horas para H. eques e M. acanthurus e 7 dias para W.
brasiliensis, ocorrendo avaliacdo de mortalidade no periodo de 24 e 48 horas e avaliacdo de
qualidade da agua, utilizando os equipamentos para medir pH, condutibilidade elétrica,
temperatura e oxigénio dissolvido. Para W. brasiliensis realizou-se avaliacdo de mortalidade
nos dias 3, 5 e 7. Para H. eques as concentracdes de azametifos foram de 0,10; 0,50; 0,80; 1,07;
e 3,50 mg L? e controle, obteve-se CLso de 1,18 mg L™ com limite superior de 1,49 mg L e
limite inferior de 0,94 mg L, sendo classificado como moderadamente toxico. Para o camario,
as concentracgdes de azametifds utilizadas foram 0,00; 0,01; 0,05; 0,10; 0,50 e 1,0 mg L e CLso
0,07 mg L%, limite superior 0,11 mg Lt e inferior 0,04 mg L%, classificado como muito toxico.
Ass variaveis de qualidade da agua de ambos ndo apresentaram variagdes significativas durante
a realizacdo do teste. E, por fim, para W. brasiliensis, as concentra¢des foram 0,0; 0,1; 1,07;
3,44; 11,16; 36,5 € 118,0 mg L e obteve-se CLso 7,44 mg L com limite superior 9,18 mg L*
e inferior 6,03 mg L%, classificado como moderadamente toxico. Dessa forma, concluiu-se e
que o peixe H. eques, Wolffia brasiliensis e o camardo Macrobrachium acanthurus podem ser

utilizados como bioindicadores para o0 azametifés.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

LISTA DE SIGLAS

CLso Concentracéo letal de 50%
LI Limite inferior
LS Limite superior

LISTA DE ACRONIMOS

USEPA United States Environmental Protection Agency
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1 INTRODUCAO

A Ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais e
ndo naturais no meio ambiente. Suas ferramentas de analise sdo capazes de responder,
premeditadamente, a toxicidade de compostos quimicos, indicando o0s potenciais
ecotoxicoldgicos e seus métodos de acdo em organismos Vvivos, a partir da obtencdo de curvas
concentracdo-efeito e concentracdo-resposta, bem como na deteccdo de ecotoxicidade em
ambientes impactados (MAGALHAES; FILHO, 2008). Essa necessidade surgiu por conta dos
impactos negativos causados pela agcdo antrdpica na natureza, possibilitando, dessa forma, uma
investigacdo e monitoramento (SANTANA, 2014). No mundo inteiro, a ampliacdo fabril,
urbana, agricola e 0 aumento da popula¢do humana ao longo da histéria, vém intensificando as
pressdes de contaminacdo ambiental, especialmente nos ecossistemas aquaticos (SANTANA,
2014).

Este estudo dos efeitos prejudiciais causados por substancias quimicas no ambiente é
acompanhado de uma ciéncia criada no século X1X, chamada de toxicologia, palavra que esta
etimologicamente dentro da ecotoxicologia (DA CUNHA et al, 2020). A toxicologia tem o
objetivo de estudar a intoxicacdo em relacéo a dose e suas consequéncias, podemos dizer que a
diferenca entre um veneno e o remédio € a forma de seu uso e dosagem (DA CUNHA et al,
2020).

A Ecotoxicologia é tida como uma ferramenta de monitoramento ambiental que auxilia na
descoberta da acdo de produtos quimicos em organismos presentes no ambiente
(MAGALHAES; FILHO, 2008). Para isso, podem ser realizados testes agudos e cronicos,
sendo que os agudos sdo uma forma de avaliar uma resposta mais rapida e severa dos
organismos em relacdo ao agente toxico, e o cronico depende dos resultados do teste agudo,
porém é um teste mais longo em relacéo ao periodo de tempo (MAGALHAES; FILHO, 2008).

Historicamente, foi relatado o primeiro teste toxicoldégico com insetos aquaticos no ano de
1816 (MAGALHAES; FILHO, 2008), e se colocarmos em comparaGdo 0S recursos de
antigamente, ha mais de 200 anos, € 0s de hoje, com todo o avanco da tecnologia, é notorio que
a ecotoxicologia vem passando por um aprimoramento e refinamento de dados mais confiaveis.

De acordo com Jardim (2004), a primeira etapa para se compreender os efeitos das
substancias toxicas sdo os testes de toxicidade aguda, enquanto os testes crénicos fazem parte
da segunda etapa e fornecem informagdes adicionais sobre as concentragfes ndo detectadas nos
testes agudos. O teste de toxicidade aguda fornece informacGes sobre a letalidade relativa de

um material, sendo delineado para determinar a concentragéo suficiente para dizimar 50% dos



12

organismos-teste (CLso). Essa concentracdo € estimada pela exposicdo a uma série de
concentragdes de uma solucdo e as respostas dos organismos sdo observadas.

Para que os testes ecotoxicoldgicos ocorram, sdo necessarios organismos bioindicadores, 0s
quais sdo uma base para a realizacdo dos ensaios, sendo que 0s organismos sdo representantes
de diversos niveis da cadeia alimentar (FLORENCIO et al., 2014). Os organismos-teste devem
ser de facil manejo, tendo uma vasta disponibilidade, cosmopolitas, de facil e répida
reproducdo, e possuir um tamanho suficiente para a amostragem de tecidos (BURGER et al.,
2013). Organismos como Hyphessobrycon eques (CRUZ, 2008), Pomacea canaliculata
(FLORENCIO et al., 2014), plantas macréfitas como Azolla caroliniana (SILVA et al., 2012),
por se encaixarem nas especificidades sdo considerados bioindicadores para a aplicacdo de
agentes quimicos em testes de ecotoxicologia.

Os bioindicadores séo considerados matrizes bioldgicas (nivel molecular, organismo,
populacdo e demais niveis de organizacdo) que atraves de suas caracteristicas irdo acusar como
estd a agdo do ambiente sobre os mesmos. Os bioindicadores sdo importantes no processo de
avaliacdo do risco que uma substancia pode causar nesta matriz bioldgica, em seu ambiente
natural, ou em laboratorios, quando se realizam bioensaios com produtos quimicos, tais como
os defensivos quimicos, que chegam ou podem chegar até esse ambiente.

Segundo Marques (2019), os bioindicadores possuem relacionamento direto com
elementos abidticos, tornando-se altamente sensiveis as perturbacdes humanas. E importante
que os organismos escolhidos para testes ecotoxicologicos sejam de maneira geral de facil
cultivo, manejo e ampla disponibilidade, que estejam presentes em locais onde o agente
quimico pode chegar, que sejam de baixo custo e facil aplicacdo. Um indicador ¢ uma
caracteristica do ambiente que, quando medida, quantifica a magnitude do estresse,
caracteristicas do habitat, grau de exposicdo ao agente estressor, ou ainda, 0 grau de resposta
ecoldgica a exposicao, além disso, os seres bioindicadores estdo nos mais variados niveis de
organizacdo bioldgica que fornecem informacgdes complementares, necessarias para a analise
de risco ecoldgico do ecossistema (PRESTES, 2019).

Para Callisto (2004), a utilizacdo dos bioindicadores é extremamente (til, especialmente
para a avaliacdo de impactos ambientais decorrentes de descargas pontuais de esgotos
domésticos e efluentes industriais. E assim, 0 monitoramento de estacdes de amostragem, no
local de langamento e a jusante da fonte poluidora, pode-se identificar as consequéncias

ambientais para a qualidade da dgua e salde do ecossistema aquatico.

Bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas
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cuja presenca, quantidade e distribuicdo indicam a magnitude de impactos
ambientais em um ecossistema aquatico e sua bacia de drenagem 2 (Callisto &
Gongalves, 2002). Sua utilizagdo permite a avaliacdo integrada dos efeitos
ecoldgicos causados por multiplas fontes de poluicdo. Além disso, 0 uso dos
bioindicadores é mais eficiente do que as medidas instantaneas de parametros
fisicos e quimicos (p.ex. temperatura, pH, oxigénio dissolvido, teores totais e
dissolvidos de nutrientes, etc.) que sdo normalmente medidos no campo e
utilizados para avaliar a qualidade das aguas. A Agéncia de Controle Ambiental
dos Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency — USEPA) e a
Diretriz da Unido Europeia (94C 222/06, 10 de agosto de 1994) recomendam a
utilizacdo de bioindicadores como complemento as informacdes sobre a
qualidade das aguas. (CALLISTO, 2004, p. 2-3)

Além disso, os bioindicadores mais utilizados s@o aqueles capazes de diferenciar entre
fendmenos e estresses de origem antropica, relacionados a fontes de poluicdo pontuais ou
difusas (CALLISTO, 2004).

A maioria dos trabalhos com bioindicadores em ambientes terrestres sdo realizados com
espécies vegetais, por serem sensiveis as perturbacdes, as quais provocam algum tipo de reacédo
no organismo (PRESTES 2019). Ja as especies da fauna sdo mais utilizadas como
bioindicadores da qualidade de ecossistemas aquaticos (PRESTES 2019). E importante, para
gue aumente a representatividade dos grupos ecoldgicos de avaliagcdo, que o estudo com novos
bioindicadores seja realizado, e para isso € necessario uma serie de avaliagdes sobre sua
adaptacdo a condicdes laboratoriais, comportamento durante os testes ecotoxicologicos e
validacdo de resposta a substancia referéncia (CRUZ et al., 2008)

O peixe de nome popular mato-grosso (Hyphessobrycon eques) € uma espécie endémica
das principais bacias hidrogréaficas brasileiras, e possui importancia ornamental e comercial.
Além disso, foi possivel seu ajuste nos critérios de organismo-teste, pois é facilmente obtido na
natureza, esta presente em ambientes que podem ter ligacdo com agentes tdxicos, reproduz
facilmente em condicdo laboratorial e tem baixa taxa de mortalidade (CRUZ, 2008).

O peixe da espécie Hyphessobrycon eques (Figura 1), popularmente chamado de mato-
grosso, pertence a ordem dos Characiformes, é um vertebrado e um dos principais grupos de
peixes neotropicais de agua doce (GOULART, 2012). Esta ordem é composta por 18 familias,
tem aproximadamente 270 géneros e 1.674 espécies descritas (GOULART. 2012), em sua
maior parte possuem cores chamativas, caracteristica que 0s torna peixes ornamentais

(NELSON, 2006). Estes se caracterizam por possuir nadadeira adiposa usualmente presente,
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corpo na maioria das vezes coberto de escamas, nadadeira pélvica presente, nadadeira anal que
pode ser de curta a moderadamente longa, linha lateral usualmente curvilinea e, algumas vezes,
incompleta, mandibula superior ndo protraida, dentes bem desenvolvidos e dentes faringeos
frequentemente presentes (NELSON, 2006).

Figura 1. Peixe Mato Grosso, espécie Hyphessobrycon eques.

Fonte: Foto retirada da internet

Possui, ainda, um comportamento gregario, ficando os individuos perto da superficie,
entre as hastes de plantas, encontrada muitas vezes em aguas estagnadas e forma sempre
grandes cardumes. O mato-grosso foi observado como uma espécie estrategista para sua
sobrevivéncia; ap0s uma pesquisa, notou-se que no periodo reprodutivo hd um rapido
crescimento populacional (SANTANA; TONDATO; SUAREZ, 2019).

Sua distribuicdo geogréafica abrange as bacias dos rios Amazonas e Paraguai. Sua dieta é
muito ampla, podendo se alimentar de algas, plantas, vermes, crustaceos e insetos, e seu modo
reprodutivo é oviparo (HAHN et al, 2004). Sendo sensivel as mudancas em seu ambiente
natural, o H. eques é um potencial bioindicador de mudancas ambientais causadas por
contaminantes (CRUZ et al., 2016).

Os camardes do género Macrobrachium (Figura 2) tém sido muito utilizados como
bioindicadores atualmente. Estes respondem muito bem a alteracBes fisico-quimicas do
ambiente e por isso podem ser considerados como bons organismos para o estudo de toxicidade
(GALVAO, 2018). Também, sio faceis de manejar em condicéo laboratorial, apresentam ampla
distribuicdo geografica no mundo e suas populacdes sdo numerosas (JALIHAL; SANKOLLI;
SHEOQY, 2013). Os camardes de agua doce possuem um grande valor ecoldgico, pois
participam de varios niveis troficos, auxiliando na manutencdo e equilibrio de ecossistemas

aquaticos, na ciclagem de energia e no fluxo de nutrientes (MACIEL; VALENTI, 2009). E por
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habitarem rios e riachos, assim como outros organismos, estdo susceptiveis a acdo de poluentes
(MELO, 2020).

Figura 2. Camarao Pitu de 4gua doce, espécie Macrobrachium acanthurus.

.

Fonte: Foto de autoria propria

O Macrobrachium acanthurus ¢ um crustaceo da ordem Decapoda, invertebrado, da
familia Palaemonidae, descrito por Wiemann no ano de 1836, e seu nome popular é pita de
4gua doce (VALENTI; MELLO; LOBAO, 1989). Ele é comumente encontrado em locais
costeiros brasileiros, principalmente em duas fases do seu ciclo de vida, a fase larval e como
adultos reprodutivos, porém é encontrado em diversos sistemas aquaticos no Brasil
(ALBERTONI, 2002).

No Rio de Janeiro, investigou-se que perto do oceano as fémeas sdo encontradas em maior
quantidade, e os machos sdo encontrados em maior nimero na regido mais interna e em meio
as macrofitas, sugerindo que a fecundacdo ocorre nesta area. Entéo, as fémeas desovam em uma
area mais proxima ao oceano (ALBERTONI, 2002). O pitd tem uma alta fecundidade, que
cresce em relacdo ao peso e comprimento do animal, tornando a espécie atrativa e adequada
para fins comerciais (VALLENTI; MELLO; LOBAO, 1989).

Segundo Gascaleyva (1991), estudos feitos com M. acanthurus, mostraram que sua taxa
de consumo de oxigénio varia em relacdo a temperatura e salinidade da &gua. H4 uma
diminuicdo das taxas respiratérias com o aumento da salinidade, sendo mais acentuadas em
temperaturas mais baixas e praticamente ausentes a 35,0°C. Estes dados propdem que o
camardo pitd tem a capacidade de osmorregulagdo, sendo um conformador de oxigénio, com
um poder muito limitado de suportar ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio
(GASCALEYVA, 1991).
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Ainda se tratando de bioindicadores, aléem de animais, as plantas também s&o eficazes para
mostrar a resposta da a¢éo de agrotoxicos. A macréfita Wolffia brasiliensis tem sido avaliada
como organismo-teste hd pouco tempo (PEREIRA, 2019). Pertencente a familia Lemnaceae, a
Wolffia sp. é presente em regides tropicais-subtropicais e temperadas das Ameéricas
(DAHLGREN, 1985). Mostra ter potencial bioindicador, pois seu manejo € facil e esté presente
em muitos rios em que 0s agrotoxicos podem entrar em contato.

A macréfita, Wolffia brasiliensis (Figura 3), € uma monocotileddnea, pertencente a familia
Lemnaceae, a qual consiste em aproximadamente 11 espécies, incluindo as menores plantas
com flores (Angiospermas), conhecidas no mundo (PEREIRA, 2019). Plantas como a W.
brasiliensis sdo de dificil identificacdo morfoldgica por conta de seu tamanho reduzido, e com
isso, 0s termos utilizados para outras plantas, ndo se aplicam a elas (PEREIRA; POTT;
TEMPONI, 2016). Possuem frondes flutuantes na superficie da agua, globosas, ovoides a
subcirculares, com distribuicdo em regides tropicais-subtropicais e temperadas quentes das
Américas (DAHLGREN et al., 1985).

Figura 3. Macrdfita da espécie Wolffia brasiliensis.

Fonte: Foto de autoria propria

A maior parte dos géneros de Lamnaceae sdo apresentados portando um alto potencial de
fitorremediacéo, o que leva sua vasta utilizacdo como um organismo para avalia¢do de toxidade
em diferentes dguas residuais municipais e industriais infectadas por metais. Apresentam uma
reproducdo e um crescimento acelerados, atenuagdo microbiana e fitoplanctdnica e uma grande
capacidade de nutrientes e acimulo de metal. Tais causas estimularam grande nimero de
pesquisas com géneros de Lamnaceae, focalizando sua capacidade de fitorremediagdo (ALI et
al., 2016)

Dentre os diversos agrotoxicos que sao utilizados para o controle de variados organismos,
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estéo os organofosforados (OPs), os quais estdo sendo amplamente utilizados como inseticidas,
acaricidas e compostos anti-helminticos por varias décadas (BRUNETT]I, 2020). Os OPs sdo
substancias bioacumulativas e possuem o efeito de inibicdo da acetilcolinesterase, dessa forma
afetando o sistema nervoso (BRUNETTI, 2020). Contanto, o uso irregular de tal composto
quimico pode resultar negativamente, pois uma quantidade excessiva pode estar em ambientes
aquaticos, afetando diferentes organismos (DORES; DE-LAMONICA, 2001). Porém, se
empregado de forma correta, pode ser utilizado na piscicultura para o controle de parasitoses.

A piscicultura no Brasil esta se desenvolvendo, apresentando uma crescente produtividade,
a qual esta relacionada a grande demanda do mercado brasileiro (PEDROZA FILHO, et al
2020). Porém, algumas perdas econdmicas sdo causadas pela ocorréncia de ectoparasitos e
endoparasitos, causando a morte dos organismos ou acarretando lesdes nos tecidos, resultando
na baixa qualidade da carne para o consumo (FONSECA, 2005). Em paises como Chile e
Noruega o azametifés é utilizado como farmaco para controle de piolhos de salméo
(FRANTZEN, 2020). Seu emprego mostrou-se eficaz, intensificando a produ¢do mundial de
salméo do Atlantico (BRUNETTI,2021). Pressupde- se que esse composto pode ter potencial
também para ser utilizado no Brasil.

A expressdo dos efeitos de substancias quimicas torna-se visivel quando estdo presentes em
altas concentracBes, como as que causam mortalidade dos peixes. Porém, também provocam
alteracdes histoldgicas e fisiologicas ndo externalizadas em organismos ndo alvos, no caso 0s
peixes sobreviventes a intoxicacio aguda (IGNACIO, 2018). Os agrotoxicos e as demais
substancias quimicas, mesmo utilizadas em baixas concentracfes no ambiente, afetam os
ecossistemas e causam reducdo da biodiversidade (GRISOLIA, 2005). Os inseticidas, por
exemplo, geralmente sdo aplicados em grande quantidade em areas extensas, o que resulta em
longa permanéncia no ambiente e causam sérios problemas na qualidade das aguas superficiais
e subterraneas (BAIRD, 2002), além de resultar em intoxicacdo de muitas espécies ndo-alvo,
inclusive os peixes de cativeiro (CARR e CHAMBERS, 1996)

O azametifos € um inseticida organofosforado, de nome quimico S-6-chloro-2,3-dihydro-
2-0x0-1,3-0xazolo[4,5-b] pyridin-3-ylmethyl O, O dimethylphosphoro thioate, de acordo com
a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Possui a formula bruta
C19H10CIN20sPS e sua formula estrutural na figura a seguir (Figura 4). Segundo a bula, a

quantidade recomendada para a utilizacdo do azametifds como inseticida é de 2g por m?.
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Figura 4. Férmula estrutural da molécula de azametifos
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O inseticida azametifés surgiu na Dinamarca para fins domésticos em 1983, quando se
esperava que fosse eficaz devido a falta de resisténcia cruzada a organofosforados usados
anteriormente (WEBB, 1982). Ele é um pesticida hidrossolivel (1,1 g L) que permanece na
fase aguosa no meio ambiente (BURRIDGE, 2013), e se decompde principalmente por hidrélise
em agua, com meia-vida de 8,9 dias (SEPA, 2008). O azametifds, como os demais inseticidas
desta classe, atua na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase, com morte geralmente
atribuida a queda respiratoria. Os organofosforados ligam-se irreversivelmente a
acetilcolinesterase nas sinapses e a transmissdo sinaptica de impulsos ndo € interrompida
(TORO, 1999).

Baseado nas premissas de boas préaticas de manejo, o desenvolvimento e prospeccéo de
novas moléculas é fundamental no processo de tomada de decisdo sobre 0 bom andamento da
piscicultura brasileira. O azametifos apresenta histérico favoravel a sua caracterizacdo para a
piscicultura, pois possui registro especifico em outros paises, porém é necessaria a avaliacao
em condi¢bes e para modelos bioldgicos brasileiros. Assim, a sua caracterizacdo € de
fundamental importancia para o conhecimento do seu perfil ecotoxicoldgico para utilizacdo nos
peixes nativos (BRUNETTI, 2021).

Dessa forma, podemos ver que o estudo ecotoxicoldgico se faz importante no sentido de
definir parametros de qualidade de vida para organismos nao alvos a partir do uso de diversos
agentes gquimicos, que, ap6s um determinado tempo de exposicdo e dosagem, podem ser
nocivos ou nao. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do azametifds para os
organismos ndo alvos e bioindicadores de exposicdo distintos, sendo eles a planta aquatica ndo
alvo Wolffia brasiliensis, o camardo pitu-de-agua-doce (Macrobrachium acanthurus), um
invertebrado e o peixe mato grosso (Hyphessobrycon eques), um vertebrado, os quais também

podem coexistir no mesmo local.
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3 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia e Eficacia de Agrotdxicos
(LEEA), do Centro Universitario da Fundacdo Educacional de Barretos - SP.

3.1. ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA PARA MACROFITA Wolffia brasiliensis

A planta Wolffia brasiliensis foi cultivada no setor de criacdo de organismos aquaticos
do LEEA, em caixas de 2,5 L contendo substrato organico, latossolo, areia (1:1;1; v v1), com
fotoperiodo natural. ApGs seu crescimento, estas foram transferidas para sala de bioensaio com
temperatura 25,0 + 2,0 °C, com fotoperiodo de 24 horas de luz, por quatro dias (OECD, 2002).
Para avaliacdo da sanidade do lote da planta, foi realizado um ensaio de toxicidade aguda (CLso;
7d, ou seja, Concentragéo letal que causa mortalidade de 50% dos organismos, em 7 dias de
teste) com a substancia referéncia cloreto de sédio (NaCl) com as concentra¢des: 0,09; 0,80;
1,40; 2,45; 4,20 ¢ 7,50 g L™ e o controle, com trés réplicas, com duragio de 7 dias (Figura 5).

Nos ensaios definitivos para a macrofita foram utilizadas as seguintes concentracdes:
0,10;1,07; 3,44; 11,16; 36,40; e 118,0 mg Lt e um controle, com trés réplicas cada. A avaliacio
visual da mortalidade das plantas foi realizada no 3°, 5° e 7° dia e foram observadas a coloracao
e dado as notas em porcentagem, dividindo o recipiente em 4 partes (quadrantes), definindo se
a planta apresentava clorose (perda de clorofila, a planta fica mais amarronzada) e necrose
(morte das plantas, as quais ficam mais brancas, até ficarem transparentes) de acordo com a
OECD (2002) e SILVA et al., (2012).

Figura 5. Ensaio definitivo do azametifos para a Wolffia brasiliensis.

Fonte: Foto de autoria propria
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3.2.ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA PARA Macrobrachium acanthurus

Os exemplares de Macrobrachium acanthurus foram coletados em uma unidade rural
proxima ao rio (Figura 6), a qual cultiva os organismos em tanques-rede. Os ensaios de
toxicidade aguda para esta espécie foram realizados de acordo com os procedimentos da ABNT
NBR 15088: 2016 para peixes, adaptada para 0s ensaios com 0 camardo garantindo a
padronizacdo dos resultados (ABNT, 2016). Os camardes foram criados em caixas com
aeracdo, fluxo de agua continuo e alimentados com ragdo extrusada imida (Figura 7).

Figura 6. Local onde os camardes foram coletados.

Fonte: Foto de autoria propria

Figura 7. Caixas de cultivo dos camardes, com aeracéo e fluxo continuo.

Fonte: Foto de autoria propria
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Foram utilizados camarGes com peso entre 0,92 e 2,35 g. Ndo ocorreu aclimatacdo antes
dos bioensaios, devido a natureza comportamental territorialista do M. acanthurus. A sanidade
e sensibilidade do lote de organismos foram avaliadas por meio de ensaio com cloreto de
potassio como substancia de referéncia, utilizando as seguintes concentra¢des 0,00; 0,01; 0,10;
0,25; 0,50; 0,90 e 1,50 mg L.

Apobs 0s ensaios com a substancia de referéncia, os camardes foram submetidos a um
ensaio preliminar estatico em triplicata com azametif6s, para determinar o intervalo de
concentracdo que causa 0 e 100% de imobilidade/mortalidade no periodo de 48 horas. Apds a
determinagé@o dos intervalos de concentracdo nos ensaios preliminares, foram realizados 0s
ensaios definitivos.

Utilizou-se seis réplicas para cada concentracdo testada, com um camarao por réplica,
em sistema estatico com duracgéo de 48 horas, sem alimentacdo dos animais durante o periodo
de exposicdo. Os camardes foram submetidos ao ensaio definitivo nas concentracdes de 0,01;
0,05; 0,1; 0,50; 1,0 mg L* de azametifés. Os parametros de qualidade de agua: pH, oxigénio
dissolvido, temperatura e condutividade elétrica, foram mensurados em 0, 24 e 48 horas apés
exposicdo ao inseticida, com auxilio medidores especificos de cada, de acordo com as normas
estabelecidas pela ABNT NBR 15088: 2016 (ABNT, 2016).

3.3.ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA PARA Hyphessobrycon eques

Os exemplares de mato-grosso (Hyphessobrycon eques), com peso entre 0,30 e 0,60 gramas,
foram aclimatados em sala de bioensaio em aquarios de 100 L com sistema de aeracéo continuo
promovido por bombas de ar, com temperatura a 25,0 + 2,0 °C, com fotoperiodo de 12 horas
de luz, e alimentados a vontade, uma vez ao dia, com racdo comercial (28 a 32% de proteina
bruta), por sete dias (ABNT, 2016). A concentracdo letal 50% e a comparacdo da sensibilidade
dos lotes foram aferidos com os dados estabelecidos do laboratorio, proposto por CRUZ et al.
(2008).

Para avaliacdo da sanidade do lote de peixes, foi realizado um ensaio de toxicidade aguda
(CL50;7d) com a substancia referéncia cloreto de potassio (KCI) com as concentragdes: 0,01;
0,10; 0,56; 1,00; 1,56 e 2,44 g L* e o controle, com trés réplicas, cada uma com trés animais,
com duracéo de 48 horas.

Nos ensaios definitivos para peixes foram utilizadas as seguintes concentracdes: 0,10;
0,50; 0,80; 1,07 e 3,5 g L™ e um controle, com trés réplicas cada. A avaliacdo da mortalidade

foi realizada nos tempos de 24 e 48 horas e foram mensurados os parametros para qualidade de
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agua, sendo pH, temperatura, oxigénio dissolvido e condutibilidade, utilizando sonda
multiparametros (MURTY, 1988).

3.4. ANALISE DE DADOS

Os dados de toxicidade aguda de Wolffia brasiliensis, Hyphessobrycon eques e
Macrobrachium acanthurus foram sujeitados a regressao linear e a estimativa da concentracdo
letal 50% pelo método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), um software
feito para testes de toxicologia, e classificacdo da ecotoxicidade de acordo com o proposto por
USEPA, 2017 (Figura 2).

Figura 8. Categorias para classificacdo ecotoxicolégica dos valores de concentragdo letal 50%
(CIl/CL/CEso) para organismos nao-alvos.

CL 50% (mg L") CATEGORIAS
<01 Extremamente toxico
01-1,0 Muito téxico
1,0-10,0 Moderadamente tdxico
10,0 -100,0 Pouco téxico
>100,0 Praticamente ndo-tdxico

Fonte: USEPA (2017)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ecotoxicologia

Os testes ecotoxicologicos realizados apresentaram resultados proximos entre 0s trés
organismos, porém o camardo apresentou uma maior sensibilidade ao azametifos.

Para W. brasiliensis, obteve-se 51% de mortalidade na concentracdo 11,16 mg L-1 e
100% nas concentragBes 36,5 e 118,0 mg L. O resultado, no ensaio de toxicidade aguda foi
para a concentracdo letal 50% (CLso), 7,44 mg L (Tabela 1), sendo classificado como
moderadamente toxico. A equacao linear que representa a concentracao-mortalidade foi de y =
7,46x — 14,94 com coeficiente de determinacdo de R? = 0,92 (Grafico 1). Em um estudo
semelhante de Marques (2019), foi utilizado um inseticida, também organofosforado chamado
clorpirifds, o qual assim como o azametifds, também é um inibidor da acetilcolinesterase. Nesta
pesquisa, em que o experimento foi conduzido com o mesmo organismo, Wolffia brasiliensis,

obteve-se a CLso de e 1271,63 mg. L? classificado como praticamente ndo toxico de acordo
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com a classificagdo da USEPA (2017).

Gréfico 1. Gréafico da Wolffia brasiliensis da concentracdo pela mortalidade, equacao linear e

coeficiente de determinacéo
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O camardo de agua doce, M. acanthurus, apresentou CLso de 0,07 mg L™ (Tabela 1),
considerado muito toxico. Na concentragdo 0,05 mg L™ obteve-se 17% de mortalidade, na
concentracdo 0,10 mg L 83% de mortalidade e 100% nas concentracdes de 0,50 e 1,00 mg L
1. A equacdo linear que representa a relacdo concentracdo-mortalidade é y = 28,3x — 24,9 com
coeficiente de determinacgdo de R? = 0,87 (Gréfico 2). Em comparagdo com o trabalho utilizando
clorpirifés de Marques, a CLso foi de 0,0020 mg L %, sendo classificado como extremamente

toxico. Pode se dizer que o camardo pitu de dgua doce apresenta uma grande sensibilidade ao
inseticida organofosforado.

Gréfico 2. Gréafico do M. acanthurus da concentragdo pela mortalidade, equac&o linear e coeficiente

de determinacéo
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Para o peixe, H. eques, a CLso foi de 1,18 mg L™ (Tabela 1), ndo ocorrendo em
mortalidade dos organismos nas concentragdes 0,10; 0,50 e 0,80 mg L, ja na concentracéo de
1,07 mg L apresentou 67% de mortes dos organismos e na concentragdo 3,5 mg L obteve-se
100% de mortalidade. A equagéo linear da relacdo concentragdo-mortalidade foi y = 26,7x —
46,7 com coeficiente de determinacdo de R2 = 0,8 (Grafico 3). No experimento de Marques,
houve uma maior sensibilidade do peixe mato grosso em relacdo ao clorpirifés do que em
relacdo ao azametifos. Para o clorpirifds obteve-se CLso igual a 0,07 mg. L™, sendo classificado
pela USEPA como extremamente tdxico.

Gréfico 3. Gréafico do H. eques da concentracdo pela mortalidade, equacéo linear e coeficiente de

determinacdo
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Tabela 1. Toxicidade aguda e classifica¢do ecotoxicologica do azametifds para os organismos teste.
L. inferior CL50 L. superior

Organismos (mg L?) (mg L?) (mg L) Classificacdo USEPA

W. brasiliensis 6,03 7,44 9,18 Moderadamente toxico
H. eques 0,94 1,18 1,49 Moderadamente toxico
M. acanthurus 0,04 0,07 0,11 Muito téxico

No decorrer do ensaio de toxicidade aguda para os camardes, foram realizadas analises de
qualidade de &gua, sendo as variaveis de temperatura, condutividade elétrica, pH e oxigénio
dissolvido, nos tempos de Oh, 24h e 48h em todos os exemplares, incluindo o controle (Tabela 2).
Os resultados obtidos se mantiveram dentro do recomendado pela norma de ecotoxicologia para

peixes e adaptada para camaréo neste estudo, da ABNT (2016).
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Tabela 2. Média e desvio padréo geral das concentracfes das analises de qualidade do ensaio de
toxicidade aguda para M. acanthurus, exposto ao azametifos.

Macrobrachium acanthurus

Tempos Temperatura Condutividade pH Oxigénio
(horas) (°C) Elétrica (uS cm™) dissolvido (mg L™?)
Oh 25,3+0,02 166,0+0,2 7,74+0,02 5,83+0,03
24h 25,5+0,01 168,1+0,3 7,61+0,06 4,90+0,1
48h 26,010,2 169,0+0,4 7,49+0,2 4,52+0,2

As avaliacOes de mortalidade de H. eques foram realizadas nos tempos de 24 e 48 horas
(MURTY, 1988) e foram realizadas analises das variaveis de qualidade de agua (temperatura,
condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido), que se mantiveram dentro do recomendado
pela ABNT (2016), norma de ecotoxicologia para peixes, em todas as contragdes e no controle,
nos tempos Oh, 24h e 48h (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padréo geral das concentracfes das analises de qualidade do ensaio de
toxicidade aguda para H. eques exposto ao azametifos.

Hyphessobrycon eques

Tempos Temperatura Condutividade Oxigénio
(horas) (°C) Elétrica (uS ecm™) PH dissolvido (mg L)
Oh 21,70+0,2 98,21+1,4 8,85+0,02 3,33+0,9
24h 19,2+0,5 94,62+1,7 8,81+0,01 3,36+0,4
48h 20,01+0,3 97,7+0,9 8,83+0,02 3,27+0,6
5 CONCLUSAO

O conhecimento das relagdes entre 0s seres vivos e 0 ambiente é de suma importancia,
considerando-se que na atualidade os ecossistemas, em sua maioria, recebem acentuadas
interferéncias das atividades humanas em seus processos. Avaliar o efeito da influéncia de um
inseticida organofosforado sobre as espécies Wolffia brasiliensis, Hyphessobrycon eques e
Macrobrachium acanthurus vem a elucidar uma parte deste conhecimento.

No presente estudo, a realizacdo dos testes de ecotoxicologia demonstraram que a
toxicidade do azametifés para os bioindicadores, apresenta efeito muito téxico para o M.
acanthurus e moderadamente tdxico para W. brasiliensis e H. eques. Para as variaveis de
qualidade, os resultados ndo apresentaram valores significativos de alteragéo.

O azametifés é um inseticida organofosforado de larga utilizacdo no controle de pragas,
inclusive na piscicultura como farmaco. Os bioensaios ecotoxicoldgicos tém relevancia crucial

no estabelecimento de padrGes de fundamental importancia para a protecdo de espécies (e do
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ecossistema) e para o contexto da anélise ambiental frente a substancias presentes no ambiente
aquatico, por exemplo.

H& a hipdtese que o azametifés possa ser utilizado como um farmaco para peixes
brasileiros, porém, apenas com este trabalho ndo podemos concluir esse argumento. Contudo,
as espécies Wolffia brasiliensis, Hyphessobrycon eques e Macrobrachium acanthurus
mostraram-se sensiveis aos efeitos do azametifés, sendo importantes bioindicadores nos

estudos ambientais.
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