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RESUMO

O controle de pragas da agricultura e insetos vetores de doencas tem sido um
constante desafio, devido principalmente a resisténcia desenvolvida pelos mesmos aos
pesticidas utilizados e a preocupacdao com a seguranca a saude humana e ambiental. O
controle da proliferacdo do Aedes aegypti no Brasil tem sido feito por um larvicida que
utiliza o piriproxifeno (PPF) como principio ativo. O piriproxifeno é um analogo ao horménio
juvenil, que inibe o desenvolvimento da larva de insetos até a fase adulta, atuando como
desregulador enddcrino. Porém, estudos apontam que o PPF pode atingir de maneira
indesejada outros organismos. Foi realizado um levantamento bibliografico de toxicidade
aguda e cronica do PPF em organismos aquaticos ndo-alvo, além de contaminag¢do em
matrizes ambientais. Apesar de poucos estudos desenvolvidos, os resultados mostraram que
concentragcdes ambientais de PPF podem afetar significativamente Daphnia magna
apresentando alto risco a essa espécie, com provaveis efeitos na reproducdo e risco de
morte ocasional. Outras espécies que apresentaram efeitos significativos ao PPF foi um
peixe dulcicola (Xiphophorus maculatus) e crustdceos estuarinos (Eurytemora affinis e
Leander tenuicornis). A busca por substancias com efeito larvicida que sejam mais efetivas e
seguras deve ser constante. Nesse contexto, o dodecanol é uma substancia natural, presente
em alguns extratos vegetais, com eficiéncia contra larvas de A. aegypti. Apesar de natural, o
dodecanol é considerado nocivo a organismos aquaticos devido ao elevado fator de
hidrofobicidade, sugerindo afinidade por moléculas organicas e possibilidade de
bioacumulagdo. Por esse motivo, a toxicidade sub-letal deste composto foi testada no
desenvolvimento do copépodo marinho Tisbe biminiensis, da fase de ndauplio para
copepodito. O experimento foi replicado 4 vezes com diferentes proles sob exposicdo
estatica e um teste adicional com renovacdo didria dos meios de exposicdo. A partir dos
percentuais de desenvolvimento foram estimados os valores de CENO (concentracdo de
efeito ndo observado), CEO (concentracdo de efeito observado) e CE50 (concentracdo
efetiva a 50%): 10,66, 15,99 e 26,65 mg L, respectivamente. Os valores toxicos do
docecanol ao desenvolvimento de T. biminiensis estdo na mesma ordem de grandeza que os
valores efetivos para controle do A. aegypti, enquanto o piriproxifeno apresenta alta

toxicidade para D. magna e X. maculatus em concentra¢cdes em ordem de grandeza inferior



a concentracao efetiva para tratamento larvicida. Foi sugerido um novo indice para avaliar a
periculosidade quimica de substancias em ecossistemas aquaticos, com base na relagdo dos
fatores fisico-quimicos do composto avaliado com uma substancia de referéncia de baixa
toxicidade. O indice sugere menor periculosidade do dodecanol em comparagao com outros
pesticidas testados. Visando aprimorar a avaliacdo de risco, sugerimos maior levantamento
da contaminagdao em matrizes ambientais e estudos toxicoldgicos em organismos aquaticos

nado-alvo abrangendo diversos tdxons para ambas as substancias abordadas.

Palavras-chave: Pesticida. Piriproxifeno. Dodecanol. Toxicidade aquatica. Risco ambiental.

indice de periculosidade quimica.



ABSTRACT

The control of agricultural pests and disease-bearing insects has been a constant
challenge, mainly due to their resistance to the pesticides used and the concern with safety
to human and environmental health. The control of Aedes aegypti proliferation in Brazil has
been done by a larvicide that uses pyriproxyfen (PPF) as an active ingredient. Pyriproxyfen is
a juvenile hormone analogue that inhibits the development of insect larvae into adult, acting
as an endocrine disruptor. However, studies point out that PPF can unintentionally affect
other organisms. A bibliographic research of acute and chronic toxicity of PPF in non-target
aquatic organisms, as well as contamination in environmental matrices was performed.
Despite the few studies developed, the results showed that environmental concentrations of
PPF can significantly affect Daphnia magna presenting high risk to this species, with
probable reproductive effects and risk of occasional survival risk. Other species that had
significant effects on PPF were a freshwater fish (Xiphophorus maculatus) and estuarine
crustaceans (Eurytemora affinis and Leander tenuicornis). The search for more effective and
safe larvicidal substances should be constant. In this context, dodecanol is a natural
substance present in some plant extracts with efficiency against A. aegypti larvae. Although
natural, dodecanol is considered harmful to aquatic organisms due to the high
hydrophobicity factor, suggesting affinity for organic molecules and possibility of
bioaccumulation. For this reason, the sublethal toxicity of this compound was tested in the
development of the marine copepod Tisbe biminiensis, from the nauplii to copepodite
phase. The experiment was replicated 4 times with different offspring under static exposure
and an additional test with daily renewal of exposure media. From the developmental
percentages were estimated the values of NOEC (unobserved effect concentration), LOEC
(observed effect concentration) and EC50 (50% effective concentration): 10.66, 15.99 and
26.65 mg LY, respectively. The toxic values of docecanol for T. biminiensis development are
in the same order of magnitude as the effective values for the control of A. aegypti, while
pyriproxyfen is highly toxic to D. magna and X. maculatus at concentrations below the
effective concentration for larvicide treatment. A new index was suggested to evaluate the
chemical hazardousness of substances in aquatic ecosystems based on the relationship of

the physicochemical factors of the evaluated compound with a low toxicity reference



substance. The index suggests lower dodecanol hazard compared to other pesticides tested.
In order to improve the risk assessment, we suggest further survey of contamination in
environmental matrices and toxicological studies in non-target aquatic organisms covering

several taxa for both substances approached.

Keywords: Pesticide. Pyriproxyfen. Dodecanol. Aquatic toxicity. Environmental risk. Chemical

hazard index.
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1 INTRODUCAO

Diariamente, mais de 200 mil produtos quimicos sintéticos sdo introduzidos no
ambiente visando melhorar a qualidade de vida das pessoas (MIRANDA FILHO et al., 2008).
Estes compostos sdo amplamente utilizados como principio ativo de fdrmacos e na
formulagao de pesticidas, com intuito inicial de acabar ou prevenir doengas. Porém, quando
as suas atividades téxicas ndo sdo bem conhecidas, acabam trazendo prejuizos a saude
ambiental e humana. Um exemplo cldssico desse problema ocorreu com o DDT, pesticida
sintético responsavel por erradicar a maldria em varios paises (CLARK, 2001), mas que
também trouxe efeitos desastrosos a vida em nivel mundial, incluindo a incidéncia de cancer
em humanos (MIRANDA FILHO et al., 2008). Portanto, a busca por substancias naturais com
menor toxicidade e maior biodegradabilidade para utilizacdo como farmacos, larvicidas e
cosméticos tem crescido nos ultimos anos.

Atualmente, enfrentamos um problema desafiador: inibir a proliferacdo do Aedes
aegypti, vetor de doengas pouco conhecidas como chikungunya e febre zika, associada a
microcefalia em recém-nascidos (OLIVEIRA & VASCONCELOQS, 2016), além de dengue e febre
amarela (BROWN et al., 2013). Os larvicidas mais utilizados na década passada para
controlar o A. aegypti foram os organofosforados temefds, porém os organismos tem
desenvolvido resisténcia aos mesmos (LIMA et al., 2011). Por isso, vem crescendo a busca
por novos compostos que apresentem melhor eficacia no combate ao A. aegypti (ZARA et al.
2016).

Desde 2014, um larvicida sintético chamado SUMILARV®, que tem o composto
piriproxifeno como principio ativo, vem sendo utilizado para controlar a proliferagao do A.
aegypti no Brasil, sendo aplicado em forma de granulos em reservatérios de agua (BRASIL,
2014). Além deste, também é utilizado no Brasil o TIGER 100® em culturas de algod3o, café,
algumas frutas, legumes, grdos e flores, para controle de pragas (SUMITOMO CHEMICAL DO
BRASIL, 2019). Porém, estudos recentes indicam efeitos téxicos consideraveis em
organismos aquaticos (GINJUPALLI & BALDWIN, 2013; LINTON et al., 2009; VIEIRA-SANTOS
et al., 2017), e ainda a possibilidade do mesmo ser responsavel pelo surgimento abrupto de
varios casos de microcefalia em recém nascidos no pais (PARENS et al., 2017). Portanto, a

busca por novos compostos eficazes e menos agressivos ao meio ambiente é constante.
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Nessa dtica, compostos naturais, principalmente extratos e o6leos vegetais, vem sendo
estudados para fim larvicida contra o A. aegypti (CHUNG et al., 2012; DIAS & MORAES,
2014). O dodecanol, substancia natural extraida de extratos vegetais, apresentou eficacia
contra larvas de Aedes aegypti e foi apontado como possivel alternativa (BEZERRA-SILVA,
2012; TABANCA et al., 2014).

O mar é o receptor final de compostos quimicos usados diariamente, provenientes de
aportes diretos de efluentes em rios ou da lixiviacdo do solo contaminado. Isso tem causado
sérios problemas ambientais, afetando todo o ecossistema. A maioria dos estudos
ecotoxicoldgicos é feito em animais de dgua doce, poucos trabalhos sdao desenvolvidos em
organismos marinhos e estuarinos. Para evitar danos nos diversos ecossistemas aquaticos, é
importante que os compostos para fim pesticida sejam testados quanto a sua toxicidade em
organismos aquaticos ndo-alvo e verificados os potenciais riscos antes de considerar seus
usos em larga escala no controle do A. aegypti. Por meio de bioensaios ecotoxicoldgicos é
possivel obter a relacdo dose-resposta, ou seja, concentracdo do produto quimico capaz de
causar um efeito negativo no organismo estudado. O estudo toxicoldgico do piriproxifeno e
do dodecanol em organismos aquaticos, aliado a analise de alguns parametros fisico-
quimicos de ambos, permite fazer uma inferéncia inicial sobre a seguranga do uso dos dois

compostos préximo a regides ribeirinhas e costeiras.

1.1 Objetivo geral

Avaliar as substancias dodecanol (natural) e piriproxifeno (sintética) quanto a

periculosidade e ecotoxicidade aquaticas.

1.2 Objetivos especificos

e Fazer um levantamento das caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas do
piriproxifeno e do dodecanol;
e Fazer uma revisdo bibliografica da ecotoxicidade do piriproxifeno em organismos

aquaticos;
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Avaliar a toxicidade sub-letal do dodecanol no desenvolvimento de nduplios de Tisbe
biminiensis, através de estimativas de CENO, CEO e CE50;

Desenvolver uma andlise de periculosidade quimica para ambientes aquaticos;
Aplicar o indice de periculosidade quimica para ambientes aqudticos, comparando os

dois compostos estudados.
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2 ARTIGO 1 - ECOTOXICIDADE AGUDA E CRONICA DO PIRIPROXIFENO EM
ANIMAIS AQUATICOS NAO-ALVO

Esta secdo apresenta uma revisao bibliografica da ecotoxicidade aguda e cronica em
animais aquaticos ndo-alvo por piriproxifeno. Apresenta ainda as principais caracteristicas
fisico-quimicas do piriproxifeno, a contaminag¢ao de matrizes ambientais aqudticas por este

composto, e estimativas de risco associadas ao uso do mesmo como larvicida.

2.1 RESUMO

Piriproxifeno (PPF) é uma substancia sintética, andloga ao hormdnio juvenil, com efeito
regulador do crescimento de insetos. Tem sido mundialmente utilizado como pesticida na
agricultura e em campanhas de saude publica, inclusive no controle da proliferacdo do Aedes
aegypti. Possui baixa volatilidade, alto valor de Kow, elevada labilidade em sistemas
aquaticos aerdbicos, porém é considerado persistente em sistemas anaerdbicos, com tempo
de meia vida de 288,9 dias. Os estudos de quantificacdo de piriproxifeno em matrizes
ambientais aquaticas s3ao bastante escassos e pontuais, nao representativos da
contaminacao a nivel regional e mundial. A dgua do Rio Jucar (Espanha) apresentou a maior
concentracdo de PPF (99,59 ng L) entre as matrizes analisadas, valor equivalente a 1% da
dose maxima permitida pela Organizacdao Mundial de Salde para uso em agua potavel. Os
estudos de toxicidade aquatica aguda e cronica que apresentaram valores de CL50, CE50,
CENO e CEO do piriproxifeno foram compilados e interpretados a fim de avaliar possiveis
riscos aos organismos. O piriproxifeno causou alto risco em concentra¢cdes ambientais a
Daphnia magna, com provaveis efeitos na reproducdo e risco ocasional na sobrevivéncia.
Esta espécie foi a mais sensivel ao pesticida, com os menores valores estimados de
concentragdo de 50% de efeito, seguida por um peixe dulcicola (Xiphophorus maculatus) e
crustaceos estuarinos (Eurytemora dffinis e Leander tenuicornis). Os organismos mais
resistentes ao piriproxifeno, dentro dos parametros abordados nessa revisdo, foram Danio
rerio (peixe-zebra) e Capitella sp. (poliqueta). A fim de obter estimativas de risco mais
precisas, sugerimos avaliacOes ecotoxicolégicas em outras espécies, abrangendo diversos

taxons, com énfase em microcrustaceos, devido ao papel fundamental na teia alimentar
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aquatica e proximidade taxondmica com os organismos alvo do pesticida. Além disso, é
necessario o desenvolvimento de estudos abrangentes da contaminagdo em matrizes
ambientais aquaticas, com especial atencdo a ambientes dulcicolas e estuarinos, devido a
proximidade com as fontes de piriproxifeno e caracteristicas ambientais propicias a
acumulacdo. Assim, sera possivel estimar os niveis de exposicdo e riscos realisticos em
diferentes ambientes, contribuindo para a tomada de decisdo eficaz e segura, integrando

desenvolvimento, saude publica e politica ambiental.

Palavras-chave: Revisdo. Pesticida. Contaminagdo aquadtica. Risco ambiental.

2.2 INTRODUCAO

0 Piriproxifeno (em inglés: Pyriproxyfen), 2-[1-methyl-2-(4-
phenoxyphenoxy)ethoxy]pyridine (C20H29NO3), foi sintetizado pela Sumitomo Chemical Co.,
Ltd. na década de 1990 e registrado como KNACK®, SUMILARV®, TIGER 100®, ADMIRAL®
(DHADIALLA, CARLSON & LE, 1998). A férmula estrutural do piriproxifeno estd representada
na Figura 1. O piriproxifeno (PPF) é classificado como piretréide e € um analogo ao hormonio
juvenil (HJ) que regula o crescimento de insetos, apresentando estrutura quimica levemente
semelhante a um HJ, mas é muito mais estavel quimicamente, competindo de forma eficaz
pelos receptores do sitio de ligagdo ao HJ (SULLIVAN & GOH, 2008). Em condi¢des naturais,
guando a larva de inseto chega ao estdgio de muda para pupa, a producdo do hormoénio
juvenil cessa e se inicia @ mudanc¢a na expressao génica necessdria para a metamorfose.
Porém, quando existem fontes exdgenas de hormonio juvenil ou andlogos, ocorre uma
interferéncia na homeostase prejudicando diretamente o desenvolvimento do inseto
(DHADIALLA, CARLSON & LE, 1998). Sendo assim, quando o piriproxifeno é utilizado, ele atua
como hormaonio juvenil, ligando-se aos receptores, interrompendo a morfogénese do inseto
e impedindo o desenvolvimento da fase larval para pupa e desta para a fase adulta.
Portanto, o piriproxifeno é classificado como desregulador enddcrino (SULLIVAN & GOH,

2008).
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Figura 1 - Estrutura quimica do piriproxifeno.
Fonte: EFSA, 2009

O piriproxifeno tem sido utilizado para controle de pragas na agricultura em diversos
paises em culturas variadas como algodao, amendoim, hortalicas, laranja, améndoas, mac3,
abacate, mamao, manga, abacaxi, banana, café, entre outros (SULLIVAN & GOH, 2008). Além
disso, vdrios estudos mostraram sua eficdcia no controle de insetos vetores de doencas,
como: Anopheles arabiensis (LWETOIJERA et al., 2014), Anopheles gambiae (JAFFER et al.,
2015), Culex quinquefasciatus (JAMBULINGAM et al., 2008), Aedes albopictus (SUMAN et al.,
2018; OHBA et al., 2013) e Aedes aegypti (TSUNODA et al., 2013), transmissores de malaria,
filariose, febre amarela, dengue e chikungunya, respectivamente. Portanto, este composto
vem sendo empregado mundialmente em programas de saude publica, como alternativa
para pesticidas organofosfatos e piretrdides que estavam gerando resisténcia em
populacdes de insetos em algumas regides (LIMA et al., 2011). Os efeitos observados nos
insetos sdo variados, podendo, impedir a eclosdo de ovos (OHBA et al., 2013) e o
desenvolvimento de larvas (WANG et al.,, 2013), causar aberracdes morfolégicas e

diminuicdo da fecundidade em adultos (MAOZ et al., 2017).

Recentemente, o Brasil e outros paises da América latina enfrentaram uma epidemia
de doencgas causadas por virus transmitidos pelo Aedes aegypti. Desde 2014, o Brasil
implantou o uso do larvicida SUMILARV®, que tem o piriproxifeno como principio ativo, para
inibir a proliferacdo do A. aegypti, em substituicdo ao anterior, temefds, que gerou
resisténcia na maioria dos municipios do pais (BRASIL, 2014). Esse larvicida é apresentado na
forma de granulos e é adicionado nos reservatérios de agua potavel através de uma colher
dosadora. A Organizacdo Mundial de Salude estabeleceu a concentracdo segura para
aplicacdo em agua potével de 0,01 mg L (a mesma adotada pelo Brasil) e instituiu o limite
de ingestdo por humanos a 100 mg kg peso corporal™ dia™ (BRASIL, 2014; WHO, 2011; WHO,

2007); porém, a falta de precisdo da colher dosadora para adicdo do larvicida em agua
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potavel pode acarretar em doses acima desse limite. Nesse contexto, surgiu a suspeita de
que o uso do PPF em 4gua potdvel poderia ter causado o surto de microcefalia em recém-
nascidos em 2015 e 2016 no Brasil. Essa hipdtese é justificada pelo tempo coincidente do
uso em agua potavel em larga escala no pais com o abrupto aumento de casos de
microcefalia; e também pelas evidéncias de estudos feitos pelo fabricante do larvicida,
apontando baixo peso cerebral em filhotes de ratos (PARENS et al., 2017). Porém, outros
estudos apontam a causa da microcefalia como sendo infeccdo congénita pelo zika virus,
pelo fato do mesmo ter sido encontrado em tecido cerebral fetal (MLAKAR et al., 2017) e a
evidéncia de uma mutagdo no virus ter o tornado mais infeccioso para células progenitoras
neurais de ratos e humanos, gerando microcefalia em fetos de camundongo (YUAN et al.,

2017).

No Brasil, o piriproxifeno também é utilizado na formulagao TIGER 100® para controle
de pragas na agricultura. Esta formulacdo é mais concentrada que o SUMILARV® e se
apesenta na forma de granulos ou liquido concentrado emulsiondvel para pulverizacdo
(SUMITOMO CHEMICAL DO BRASIL, 2019). Apesar de ser considerado bastante eficaz no
combate a pragas agricolas e vetores de doencas, e apresentar baixa toxicidade a mamiferos
e aves (SULLIVAN & GOH, 2008), o PPF apresentou toxicidade moderada a organismos
aquaticos ndo-alvo (MAHARAJAN et al., 2018). Em alguns estudos foram observados efeitos
toxicos consideraveis em peixe (CAIXETA et al., 2016) e crustaceos (GINJUPALLI & BALDWIN,
2013; LEGRAND et al., 2017; LEGRAND et al., 2016; VIEIRA-SANTOS et al., 2017). Além disso,
insetos e espécies terrestres ndo-alvo também podem ser afetadas, como demonstrado em
alguns estudos com abelhas (FOURRIER et al., 2015) e caranguejos terrestres (LINTON et al.,
2009). Desta forma o objetivo deste estudo é revisar os dados existentes sobre a relacdo
dose-efeito do piriproxifeno em organismos aqudticos ndo-alvo (exceto insetos), discutindo

o risco ambiental de sua entrada em ecossistemas aquaticos.

Rios, estuarios e mares sdo os destinos de compostos sintéticos, inclusive agrotdxicos e
pesticidas, que sdo transportados aos corpos de dgua através da lixiviacdo do solo. Dentre
contaminantes, foi estimado que os pesticidas representam de 81 a 96 % dos compostos que
excederam o limiar de toxicidade aguda em algas, peixes e invertebrados (LEGRAND et al.,
2017). Sendo assim, a ampla utilizacdo do piriproxifeno na agricultura e em campanhas de

saude publica pode apresentar potencial risco a organismos aquaticos. Portanto, torna-se
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importante o levantamento bibliografico de estudos ecotoxicoldgicos em organismos
aquaticos, assim como da quantificacdo de PPF em matrizes ambientais aquaticas, a fim de
interpretar de forma integrada os riscos a diferentes ecossistemas aquaticos e grupos
biolégicos. Além de identificar as caréncias no estudo da ecotoxicidade aqudtica do
piriproxifeno para dar suporte as politicas publicas na gestdo de uso seguro deste pesticida

em regides ribeirinhas e costeiras.

2.3 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO PIRIPROXIFENO

Os principais fatores fisico-quimicos e parametros de degradacdo ambiental aquatica
do piriproxifeno estdao apresentados na Tabela 1. O piriproxifeno possui baixa solubilidade
em agua (0,37 mg L) e elevado coeficiente de particdo octanol/dgua (log kow = 5,37),
sugerindo hidrofobicidade e predisposicdo a adsor¢do em matéria organica e particulas
sedimentares. Além disso, apresenta baixa pressdo de vapor (0,01 mPa), o que o classifica
como nao volatil, indicando ndo haver dispersao significativa para a atmosfera. Em relagdo a
degradabilidade na dgua, o PPF praticamente ndo sofre hidrélise, mas a fotdlise aquatica é
uma rota de transformacao significativa, com tempo de meia vida de 11,5 dias é considerada
relativamente rapida (SULLIVAN & GOH, 2008). Porém, o tempo de meia-vida para sistemas
aquaticos (agua e sedimento) é varidvel dependendo das condi¢des oxidantes no meio. Em
sistemas aerdbicos, o tempo de meia-vida é de 20,8 dias, classificando-o como nao
persistente. Porém, em ambientes aquaticos anaerdbicos, como é o caso de muitos
estudrios, o tempo de meia-vida foi de 288,9 dias (considerando uma degradacdo bifasica),
classificando-o, portanto, como persistente (SULLIVAN & GOH, 2008). Dessa forma,
dependendo das caracteristicas particulares de cada ambiente aqudtico, o piriproxifeno

pode representar maior ou menor risco.
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Tabela 1 - Fatores fisico-quimicos e degradabilidade do piriproxifeno.

Propriedade Valor Limiares®

< 50 = Baixa solubilidade

Solubilidade em dgua a 25 °C (mg L™) 0,37 50 - 500 = Moderada
solubilidade
> 500 = Alta solubilidade
< 2,7 = Baixo
log Kow a 25 °C 5,37 2,7 - 3,0 = Moderado
> 3,0 = Alto
< 5,0 = Baixa volatilidade
Pressdo de vapor a 23 °C (mPa) 0,01 5,0 — 10,0 = Moderadamente
volatil
> 10 = Altamente volatil
> 100 = Volatil
Constante da Lei de Henry a 20 °C (Pa m3®* mol™) 0,01 0,1 - 100 = Moderadamente
volatil

< 0,1 =N3o volatil
<1=Rapida
Fotdlise aquatica DT50 em pH 7 (dias) 11,5° 1-14 = Moderadamente rapida
14 - 30 = Lenta
> 30 = Estavel
<30 = N3ao persistente

Hidrdlise aquatica DT50 a 20 °C e pH 7 (dias) 241,2 a 30 - 100 = Moderadamente
1292,5 persistente
100 - 365 = Persistente

> 365 = Muito persistente

Tempo de meia-vida em sistema <30 = Ndo persistente
agua/sedimento (dias)
Sistema aerdbico 20,8 30 - 100 = Moderadamente
persistente
Sistema anaerdbico 288,9¢ 100 - 365 = Persistente

> 365 = Muito persistente
< 15 = Muito moével

15-75 = Mével
Koc (sedimento) 4980 75 - 500 = Moderadamente
movel
500 - 4000 = Ligeiramente
movel

> 4000 = Ndo movel

Fonte: Sullivan & Goh (2008) e EFSA (2009)

a: Limites propostos em PPDB (2019), consistentes com limiares regulamentares usados no Reino Unido, UE e EUA (quando disponiveis) e
sistema arbitrario em uso comum.

b: Valor medido em solugdo tamp&o. Em agua de rio a fotdlise foi de 21 dias.

c: Valor baseado na presungdo de degradagdo bifasica. O tempo de meia-vida na primeira fase foi de 750 dias e na fase seguinte de 105
dias.
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2.4 CONTAMINAGAO DE AMBIENTES AQUATICOS POR PIRIPROXIFENO

Até o momento, poucos estudos foram desenvolvidos para quantificacdo de
piriproxifeno em matrizes ambientais aqudticas. Os resultados encontrados na busca
realizada no portal de peridédicos da Capes Brasil (um portal de pesquisa cientifica que inclui
bases como Scopus, Web of Science, ScienceDirect, ProQuest, entre outras) até fevereiro de
2019, estdo sintetizados na Tabela 2. Belenguer et al. (2014) investigaram a presenca de 40
pesticidas na agua do Rio Jucar (Espanha Oriental), assim como a bioconcentracdo em
peixes. O piriproxifeno esteve entre os pesticidas majoritarios e foi encontrado em todas as
estacdes de coleta, com valor médio de 89,66 ng L't (minimo: 82,92 ng L'}, maximo: 99.59 ng
L'1). A fonte do PPF nessa regido é devido ao uso como inseticida em plantacbes de azeitona
e brécolis e para o controle de insetos na pecuaria. Segundo o autor, o PPF foi banido na
Unido Europeia em 22 de setembro de 2010. Como a amostragem foi realizada um més apds
a proibicdo, a distribuicdo regular do pesticida ao longo do rio, indicou uso extensivo na
bacia do Rio Jucar a cerca de um més antes da amostragem (BELENGUER et al., 2014).
Apesar de altas concentra¢des na dgua, Belenguer et al. (2014) detectaram concentracdes

traco (< 0,3 ng g!) em peixe.

Tabela 2 — Contaminagdo por piriproxifeno em matrizes ambientais.

Local Matriz Conc. méd. Conc. min. e Referéncia
(ngL?) max. (ng L'Y)
Rio Jucar (Espanha Oriental) Agua 89,66 82,92 - Belenguer et al (2014)
99,59
Rio Jucar (Espanha Oriental) Biota ng <LQ Belenguer et al. (2014)
Rio Llobregat (Catalunha, Espanha) Agua 0,12 <LD-1,72 Masia et al, 2015 a
Rio Llobregat (Catalunha, Espanha) Sedimento nd nd Masia et al, 2015 a
Rio Llobregat (Catalunha, Espanha) Biota nd nd Masia et al, 2015 a
Rio Danubio (Eslovaquia) Agua nd nd Purdesova (2017)
Rio Nilo, Al-Gharbiah, Egito Agua nq <950 Ghani & Hanafi (2016)
Rio Turia (Leste da Espanha) Sedimento nd nd Masia et al (2015) b
Costa Sul do Japao Agua nq <LD-10 Afasco et al 2010

Fonte: A autora

nd: ndo detectado

ng: ndo quantificado

LD: limite de detec¢do

LQ: limite de quantificagdo
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Outro estudo, também desenvolvido na Espanha, investigou a presenca de 50
pesticidas na dgua, sedimento e biota na bacia do rio Llobregat, localizado na Catalunha. Os
principais afluentes do rio Llobregat recebem contaminantes de uma importante area
agricola, principalmente vinhedos, além de cultivo de alcachofras, alface e tomate, e
também por aportes de efluentes da area urbana (MASIA et al., 2015 a). As amostras foram
coletadas nos anos 2010 e 2011. O piriproxifeno foi detectado apenas em 2010 na 4gua com
concentracdo média de 0,12 ng L' com valor méximo de 1,72 ng L'; enquanto que em 2011
ndo foi detectado em nenhuma das matrizes ambientais (MASIA et al. 2015 a),
provavelmente devido a sua proibi¢do pela Unido Europeia em 2010. PurdeSova (2017) que
ndo encontrou a presenca de PPF na agua do Rio Danubio (Eslovaquia), enquanto Ghani &
Hanafi (2016) analisaram amostras de agua do Rio Nilo e conjeturaram a presenca de PPF
em concentracdes abaixo do limite de quantificacdo do método de analise, isto é, abaixo de
950 ng L. Porém, esse limite de quantificacdo é bastante elevado, de forma que inviabiliza o
diagnéstico adequado da contaminacdo nessa regido. Afasco, Koyama & Uno (2010)
analisaram amostras de dguas costeiras no Sul do Japdo que recebem efluentes de um
reservatério de residuos de escoamento superficial de arrozais, durante a temporada de
plantio de arroz em 2005. Foi detectada a presenga de PPF em uma esta¢ao na concentragao

de 10 ng L.

Masia et al. (2015) b analisaram amostras de sedimentos coletadas em 2013 na bacia
do Rio Turia (Leste da Espanha) e também nao detectaram a presenca desse pesticida (limite
de quantificacdo: 3 ng g%). Porém, o PPF foi detectado em amostras de solo e lodo de esgoto
coletadas no mesmo periodo (MASIA et al., 2015 b). Isso ressalta as complexas interacdes
entre o composto e as diferentes matrizes ambientais. Provavelmente as condig¢des
anaerdbicas, relacionadas a degradacdao da matéria organica em amostras de esgoto,
aumentou o tempo de meia-vida do PPF explicando a elevada concentracdo reportada. Em
contraste, condi¢des aerdbicas do sedimento do Rio Turia pode ter diminuido o tempo de

meia-vida, o que justificaria sua auséncia nesse ambiente.

Em sintese, a maior parte dos estudos de PPF em matrizes ambientais foi realizada em
amostras de rio, apenas um trabalho foi feito em ambiente costeiro. Entre os rios analisados,

trés estdo localizados na Espanha, um na Eslovaquia e um no Egito. A matriz mais analisada
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foi a 4gua, totalizando 5 estudos; apenas dois estudos foram realizados em sedimento e dois
em matrizes bioldgicas. A presenca de PPF foi detectada em amostras de dgua de rios na
Europa, principalmente em amostras coletadas antes ou pouco tempo apds a suspensao
pela Unido Europeia em 2010, ou seja, nos rios Jucar (Espanha) e Llobregat (Espanha, em
2010); e também no Rio Nilo e em dareas costeiras do Japdo. O piriproxifeno ndo foi
detectado em amostras de agua, sedimento e tecidos bioldgicos coletadas na Europa no
periodo de, pelo menos, um ano apds a suspensdo do uso, isto é, nos rios Danubio
(Eslovaquia) e Llobregat (Espanha, em 2011). Além disso, ndo foi detectado em nenhuma
amostra de sedimento analisada. Concentracdes traco foram detectadas em amostras de
peixe (BELENGUER et al., 2014). Vale observar que segundo o site da comissdo europeia “EU
Pesticides database”, o PPF estd classificado como aprovado (EUROPEAN COMMISSION,
2019), sugerindo que a proibi¢ao tenha sido revogada mais recentemente. Ja na Califérnia,
que geralmente possui legislagdo ambiental mais rigida que as leis nacionais dos Estados

Unidos, foi proibido o uso de produtos contendo PPF como principio ativo (CDPR, 2019).

Vale ressaltar que devido ao numero insuficiente de estudos da contaminagdo de
ambientes aqudticos por piriproxifeno, ainda ndo é possivel estimar a contaminacdo que o
mesmo representa em niveis regionais e mundiais. Este composto é amplamente utilizado
na América Latina, na India, em outros paises asiaticos e em diversas partes do mundo,
porém os estudos em matrizes ambientais estdo restritos a rios na Espanha e estudos
pontuais em outros trés paises. Os paises que mais utilizam o PPF ndo estao quantificando a
possivel contaminacdo em matrizes ambientais aquaticas. Isso mostra a necessidade de
estudos nesse sentido, principalmente nas regides estuarinas, costeiras e marinhas. O foco
dos préximos levantamentos deveria ser direcionado a analises de sedimentos estuarinos,
pois esses ambientes geralmente tém baixos niveis de oxigénio e elevados niveis de matéria
organica e material particulado em suspensdo, o que favorece a adsorc¢do e persisténcia do
PPF. Além disso, a elevada turbidez nos estudrios reduz a incidéncia de luz e diminui a

fotdlise, uma das principais rotas de transformacao do piriproxifeno.
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2.5 ECOTOXICIDADE DO PIRIPROXIFENO EM ANIMAIS AQUATICOS NAO-ALVO

O levantamento bibliografico foi feito no portal Periddicos Capes. A pesquisa foi feita
até o més de maio de 2019, buscando pelas palavras-chaves “pyriproxyfen” e “aquatic
toxicology”. Os resultados obtidos foram filtrados selecionando os artigos que reportaram
estimativas de CE50 (concentragcdao de efeito a 50%), CL50 (concentragao letal a 50% da
populacdo), CENO (maior concentracdo sem efeito observavel) ou CEO (menor concentracao
com efeito observavel) para toxicidade aguda e crGnica com piriproxifeno em organismos
aquaticos ndo-alvo de 4gua doce, estuarinos e marinhos. Foram excluidos da revisdao os
trabalhos que ndo reportaram umas das estimativas indicadas acima, e também estudos
com organismos nao-alvo que apresentam apenas uma parte do ciclo de vida em ambiente
aquatico, como insetos e sapos. Os resultados totalizaram 21 trabalhos e estdo sintetizados
na Tabela 3. E preciso esclarecer que existem outros trabalhos que investigaram a toxicidade
aguda do PPF em organismos aquaticos, mas que ndo entraram na nossa malha de busca,
por se tratar de artigos antigos, quando o nome piriproxifeno ainda ndo estava definido e,
portanto, o composto era identificado por um cédigo numérico ou por sua nomenclatura

IUPAC.

Os resultados, expostos na Tabela 3, mostram que mais de 70% dos trabalhos foram
realizados com organismos de agua doce. Apenas 14,3 e 19% representam estudos com
animais estuarinos e marinhos, respectivamente. Os testes com Daphnia somaram 50% do
total, proporcao ja esperada, pois trata-se de um teste de toxicidade internacionalmente
padronizado, devido a facilidade e eficacia do método e, portanto, amplamente solicitado e
desenvolvido. Os demais organismos investigados também pertencem ao reino Animalia e

incluem: crustdceos como artemias, copépodos e camardes, além de poliquetas e peixes.

Diversos testes de toxicidade aguda e cronica foram desenvolvidos em Daphnia,
analisando mortalidade, fecundidade, producdo de descendentes masculinos, intersex e
inibicdo de muda e alimentar. Estimativas de letalidade no teste de toxicidade aguda
reportaram valores de CL504sn de 2,50 e 80 pg L para espécies de Daphnia magna e
Daphnia carinata, respectivamente (TRAYLER & DAVIS 1996; VIEIRA-SANTOS et al., 2017). A
diferenca de uma ordem de grandeza entre esses valores, provavelmente representa

alteragdes interespecificas na resposta das espécies de Daphnia ao piriproxifeno. O
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crescimento de D. carinata foi suprimido e sua reproducdo reduzida em até 80% sob
exposicoes continuas de PPF por 14 dias a concentragdo usual para controle de larvas de
Aedes aegypti (10 ug L) (TRAYLER & DAVIS, 1996). Vieira-Santos et al. (2017) reportou a
CENO e CEO em 0,63 e 1,25 pug L}, respectivamente; enquanto Antczak et al. (2013) estimou
1/10 CL50 em 0,096 pg L't em D. magna. Em um ensaio cronico de 7 dias de duragdo, a CL50
desse organismo foi > 1,25 pg L (VIEIRA-SANTOS et al., 2017). Jorddo et al. (2016)
observaram que uma concentracdo de 6,01 ug L de PPF afetou o desenvolvimento de D.
magna, inibindo a muda; e ainda que um valor de 16, 07 pg L causou inibi¢do alimentar.
Olmstead & LeBlanc (2007) detectaram a ocorréncia de intersex em D. magna recém-

eclodidas expostas a 0,1 pg L't de PPF.



Tabela 3 - Toxicidade aguda e crénica do piriproxifeno em organismos aquaticos nao-alvo.

Grupo biolégico  Nome cientifico Ambiente Fase de vida Meio de exposi¢ao Efeito Duragdo do teste Estimativa Concentragdes toxicas (pug L?) Referéncias
Crustdceo Daphnia magna Dulcicola Nauplio Estético Mortalidade 48 horas CL50 2,50(2,39-2,71)? Vieira Santos et al. (2017)
48 horas CENO 0,63 (0,58-0,67)?
48 horas CEO 1,25 (1,17-1,41)°
Nauplio a
juvenil/adulto  Renovado a cada 2 dias Mortalidade 7 dias CL50 >1,25
Recém-nascido
a adulto Renovado a cada 2 dias Fecundidade 21 dias CE50 >1,25
Recém-nascido
Daphnia magna Dulcicola a adulto Renovado a cada 2 dias Fecundidade 21 dias CEO 0,016¢ Watanabe et al. (2018)
Fecundidade CE50 0,076 (0,069-0,082)?
Produgdo de machos CEO 0,117¢
Produgdo de machos CE50 0,126 (0,091-0,161)?
Fémea e Primeiras 4
Daphnia magna Dulcicola recém-nascido Renovado todos os dias  Produgdo de machos ninhadas CE50 0,051(0,043-0,058)* Ginjupalli & Baldwin (2013)
Fecundidade CEO 0,025
Produgdo de machos CEO 0,05
Juvenil a
Daphnia magna Dulcicola adulto Renovado todos os dias Inibicdo de muda Primeira ninhada CEO 6,01 Jorddo et al. (2016)
Inibi¢do alimentar 24 horas CEO
Inibigdo alimentar CE50
Daphnia magna Dulcicola Recém-nascido Estatico Mortalidade 48 horas 1/10 CL50 0,096 Antczak et al. (2013)
Fémea e
Daphnia magna Dulcicola recém-nascido Renovado todos os dias  Produgdo de machos Segunda ninhada CE50 0,071 LeBlanc et al. (2013)
Fémea e
Daphnia magna Dulcicola recém-nascido Estatico Intersex 24 horas CEO 0,1 Olmstead & LeBlanc (2007)
Fémea e
Daphnia magna Dulcicola recém-nascido Renovado a cada 3 dias Produgdo de machos 21 dias CE50 0,1 Olmstead & LeBlanc (2003)
Recém-nascido
Daphnia magna Dulcicola a adulto Renovado a cada 2 dias Fecundidade 21 dias CEO 0,010-0,030 Tatarazako et al. (2003)
Fémea e
recém-nascido Renovado acada 2 dias Produgdo de machos 8 dias CEO <0,100
Fémeae
Daphnia magna Dulcicola recém-nascido Estético Produgdo de machos 24 horas CE50 0,056 Matsumoto et al. (2008)
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Crustdceo Daphnia carinata

Artemia salina

Artemia salina

Lepeophtheirus
salmonis

Eurytemora
affinis
Leander
tenuicornis
Poliqueta Capitella sp.

Peixe Danio rerio

Danio rerio

Danio rerio

Xiphophorus
maculatus

Dulcicola Recém-nascido
Marinho Nauplio
Marinho Nauplio
Recém-nascido
a adulto
Marinho Pré adulto
Estuarino Adulto macho
Estuarino Adulto
Marinho Larva
Dulcicola Embrido
Dulcicola Embrido
Dulcicola Embrido
Larva
Embrido
Larva
Embrido
Larva
Larva
Dulcicola Adulto macho

Estético

Estético

Estético

Renovado a cada 2 dias

Renovado a cada 2 dias

Estatico

Renovado todos os dias

Estético

Estatico

Renovado todos os dias

Renovado todos os dias

Renovado a cada 2 dias

Renovado a cada 2 dias

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade

Mortalidade
Fecundidade

Imobilidade

Mortalidade

Mortalidade
Assentamento larval
e metamorfose
Inibicdo do
desenvolvimento
Inibigdo do
desenvolvimento

Mortalidade

Edema

Curvatura do corpo

Auséncia de inflagdo
da bexiga

Mortalidade
Alteragdes
comportamentais*

48 horas
48 horas

48 horas

7 dias
21 dias

24 horas

48 horas
96 horas
96 horas
1 hora
120 hpf

120 hpf
4 dpf
8 dpf
4 dpf
8 dpf
4 dpf
8 dpf
8 dpf

96 horas

24 horas

CL50
CL50

CL50

CENO

CEO

CL50

CE50

CE50

CE90

CL50

CL50

CL50

CE50

CE50

CE50
CL50
CL50
CE50
CE50
CE50
CE50

CE50

CL50

CENO
CEO

500
2,50 (2,37-2,69)°
0,63 (0,57-0,66)°
1,25 (1,17-1,36)
>1,25

>1,25

676,6 (393,5-1163,3)°

2862,0 (557,4-9595,8)°

2571,008

1671,155

8397,844
> 660

220 (200-220)°
> 660
>230
> 660
>230

>230

2,5

Trayler & Davis (1996)
Alves et al. (2019)

Vieira Santos et al. (2017)

Aaen & Horsberg (2016)

Legrand et al. (2017)

Brown et al. (1996)
Biggers & Laufer (1996)
Truong et al. (2016)

Padilla et al. (2012)
Horie et al. (2017)

Caixeta et al. (2016)
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Pseudomugil Juvenil a
Peixe signifer Estuarino adulto Estatico Mortalidade 96 horas CL50 845 (760-971)? Brown et al. (1998)

Fonte: A autora

Os valores de concentragdo toxica foram coloridos em relagdo ao valor maximo admissivel pela OMS para uso em agua potével (10 ug L?). Vermelho: pelo menos uma ordem de magnitude mais baixa; amarelo:
mesma ordem de magnitude; verde: pelo menos uma ordem de magnitude maior.

* Natacdo erratica, perda de equilibrio, letargia

a: 95% Intervalo de confianga

b: 90% Intervalo de confianga

c: Erros padrao

d: Exposigdo média estimada durante o tempo (sigla no inglés: TWA)

hpf: horas ap6s a fertilizagdo

dpf: dias ap0ds a fertilizagdo
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A produgdo de prole masculina foi um parametro bastante estudado em Daphnia,
inclusive um dos mais sensiveis, com baixos valores de CE50, reportados por diversos
autores: 0,051 pg L (GINJUPALLI & BALDWIN, 2013), 0,056 pg L' (MATSUMOTO, et al.
2008), 0,071 pg L (LEBLANC et al., 2013), 0,1 pg L't (OLMSTEAD & LEBLANC, 2003) e 0,126
ug L't (WATANABE et al., 2018). Matsumoto et al. (2008) identificou ainda que ocorre
producdo de prole 100% masculina na concentra¢do de 0,1 ug L de piriproxifeno, valor
equivalente a um centésimo da concentracdo permitida para tratamento larvicida em dgua
potavel. Esse resultado é bastante preocupante, pois reflete alta sensibilidade do organismo
a baixas concentragbes do agente toxico em questdo. Além desses resultados, também foi
reportado o efeito crénico em 21 dias do piriproxifeno na fecundidade em D. magna: a CEO
foi indicada por Tatarazako et al. (2003) com valor entre 0,01 e 0,03 ug L' e por Watanabe et
al. (2018) e Ginjupalli & Baldwin (2013) como sendo 0,016 e 0,025 pg L, respectivamente;
enquanto Vieira-Santos et al. (2017) estimou a CE50 em torno de 1,25 pg L?%; valores

relativamente baixos, sugerindo severos efeitos cronicos nessa espécie.

Outro braquidépode estudado quanto a toxicidade aguda ao PPF foi Artemia salina,
com valores de CL504sh, CENO e CEO de 2,50, 0,63 e 1,25 pg L%, respectivamente, estimados
por Vieira-Santos et al. (2017). Um estudo posterior, conduzido por Alves et al. (2019),
indicou um valor de CL504sn em A. salina de 500 pg L''. Ambos os autores utilizaram o
larvicida comercial SUMILARV® 0.5 G, produzido pela Sumitomo®© chemical, que possui cerca
de 0,5% de piriproxifeno como principio ativo. O processo de extragcdo desse composto para
preparacao das solucdes-teste, pode ter influenciado na ampla diferenca de valores
estimados para CL50. Dessa forma, fica dificil estabelecer qual dos dois estaria mais proximo
do valor real, portanto seria interessante uma nova avaliagdo com Artemia utilizando o
principio ativo puro. Vieira-Santos et al. (2017) estimou ainda que concentra¢ées > 1,25 ug L

1 causam efeito cronico na mortalidade e fecundidade de 50% dos individuos de A. salina.

Legrand et al. (2017) investigaram a toxicidade aguda do piriproxifeno em Eurytemora
affinis, uma espécie de copépodo estuarino, e obteve CL504sn de 73,24 pg L't e CL5096n de
29,70 ug L. Dos dois pesticidas avaliados nesse estudo, o PPF foi o que induziu maior
mortalidade. Legrand et al. (2017), demostraram ainda que o PPF pode ter toxicidade ainda
mais elevada sob interacdo com outros pesticidas como o chlordecone, pois os resultados da

toxicidade da mistura binaria de piriproxifeno e chlordecone indicaram efeito sinérgico.
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Outra espécie de copépodo, Lepeophtheirus salmonis, marinho, apresentou CE5024n €
CE9024n de 676,6 e 2862,0 ug L, respectivamente, em relagdo a imobilidade (AAEN &
HORSBERG, 2016), que geralmente pode ser interpretada como toxicidade letal. De acordo
com Aaen & Horsberg (2016), o PPF teve uma das quatro CE50 mais baixas dentre as 26
substancias testadas no referido estudo. Entre as duas espécies de copépodos indicadas
acima, a estuarina foi mais sensivel que a marinha, pois apresentou CE50 com uma ordem
de grandeza inferior; porém, ambas sdo mais resistentes ao piriproxifeno do que as espécies

de Daphnia.

Brown et al. 1996 analisaram a toxicidade ao PPF de uma espécie de camarao Caridea
estuarino, Leander tenuicornis, em relacdo a letalidade com CL5096h de 98 (81-117) ug L. Os
autores indicaram necessidade de estudos de efeitos em longo prazo, além de cautela para
uso do PPF devido a proximidade da concentracdo téxica com a concentracdo estimada em
campo. Segundo Trapp et al. (2015), o Amphipoda de dgua doce Gammarus fossarum
exposto a concentracdo de 5 pg L' apresentou 40% de inibicdo na producdo de
espermatozoides. Este dado é preocupante, pois essa concentragcao representa metade do
valor permitido para tratamento de dgua potavel. O invertebrado que apresentou maior
valor de CE50 até o momento foi uma espécie de poliqueta marinho, Capitella sp., com
CE501n de 2571 pg L para efeito no assentamento larval e metamorfose, este alto valor
pode estar associado ao reduzido tempo de exposicao testado neste estudo (BIGGERS &

LAUFER, 1996).

A toxicidade aguda e cronica do PPF em peixes foi abordada por alguns autores.
Truong et al. (2016) estimaram que a concentracdo de 5,2 puM (1671,16 ug L) afetou o
desenvolvimento de 50% dos individuos do peixe-zebra, Danio rerio. Mortalidade e efeitos
sub-letais significativos (edema do saco vitelino; eixo curvado; mandibula e focinho
anormais; edema pericardico, entre outros) foram observados em D. rerio em concentracgées
a partir de 6,4 pM (2056 pg L1). Truong et al. (2016) concluiram ainda que o PPF é
teratogénico e neurotdxico em concentracdes micromolares baixas e médias, gerando
comportamento fotomotor larval aberrante. Padilla et al. (2012) também avaliou o potencial
de inibicdo no desenvolvimento larval do D. rerio, obtendo CE50 de 26,13 uM (8397,84 ug L
1). Outro estudo com D. rerio, realizado por Horie et al. (2017), reportou mortalidade e

efeitos teratogénicos, edema e alteragdo de curvatura do corpo em CE50 > 660 pg L't com 4
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dias de exposicdo. Nos experimentos com maior duracdo (8 dias), foi detectada CL50 de 220
e CE50 > 230 para os demais fatores, além de auséncia de inflagdo da bexiga (HORIE et al.,

2017).

Caixeta et al. (2016) avaliaram a ecotoxicidade do PPF em uma espécie de peixe de
agua doce larvivoro Xiphophorus maculatus, a fim de estimar a viabilidade de manejo
integrado com o larvicida para controle do Aedes aegypti. Foi observado que a CL5096n > 20
pg L1, estd bem préxima a concentracdo efetiva para efeito larvicida contra A. aegypti (10 pg
L'Y). Além disso, foram detectadas alteracdes comportamentais como natacdo erratica,
perda do equilibrio e letargia em concentracdes a partir de 5 pug L. Percebeu-se ainda que a
capacidade do peixe capturar larvas do mosquito foi significativamente afetada na
concentragdao recomendada de PPF para o controle de A. aegypti, indicando a inviabilidade
do emprego conjunto destes peixes para controle das larvas na concentracdo usada
atualmente no Brasil (CAIXETA et al., 2016). Os autores sugerem que o PPF ndo deveria ser
utilizado em ambientes naturais na dose recomendada atualmente; e aconselham a dose de
um quarto deste valor em conjunto com o uso do peixe X. maculatus para controle seguro e
efetivo do A. aegypti (CAIXETA et al., 2016). Brown et al. (1998) reportaram CL5096n de 845
ug L't para Pseudomugil signifer, uma espécie de peixe estuarino, indicando que para esta

espécie o piriproxifeno é relativamente seguro.

2.6 ESTIMATIVAS DE RISCO

A fim de identificar possiveis riscos que o piriproxifeno pode trazer aos organismos
aquaticos, foi calculado o quociente de risco (QR) conforme sugerido em Vieira-Santos et al.
(2017); isto é, dividindo a concentracdo mdaxima permitida pela OMS para tratamento
larvicida em &agua potével (10 pg L*?) pela CL50 obtida para o organismo em questdo. No
presente trabalho, utilizamos também os valores de CE50 para calculo do QR. Vieira-Santos
et al. (2017) classificaram o risco da seguinte forma: QR > 0,5 indica alto risco; 0,05 < QR <
0,5 indica médio risco e QR < 0,05 sugere baixo risco. Foram excluidos dessa estimativa, os
trabalhos citados nessa revisdo que ndo apresentam valores de CL50 ou CE50 e também
aqueles que sugerem valores aproximados ou dentro de intervalos. Os resultados estdo

expostos na Tabela 4.
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Daphnia magna apresentou altos valores de QR. Em relagdo a mortalidade, os
resultados variaram de 4 a 10, bem superior ao limite de 0,5 a partir do qual é considerado
alto risco, indicando ameaca a sobrevivéncia dessa espécie. Em relacdo a producdo de
machos, os valores de QR variaram de 77 a 196, e considerando a fecundidade foi de 125,
sugerindo alto risco ao sucesso reprodutivo e crescimento populacional da espécie. Apenas
em relagdo a inibicdo alimentar, o PPF possivelmente ndo apresenta grande risco a D.
magna, com QR de 0,235 sugerindo médio risco. Daphnia carinata apresentou QR de 0,125,
indicando risco médio a sobrevivéncia da mesma. Devido a incongruéncia entre os valores
de CL50 estimados para Artemia salina, conforme discutido anteriormente, os valores do QR
também apresentaram diferencas marcantes, impossibilitando a interpretacdo de risco para
esse organismo. O copépodo Eurytemora affinis e o camarao Leander tenuicornis, ambos
estuarinos, apresentaram médio risco em relacdo a sobrevivéncia com QRs de 0,337 e 0,102,
respectivamente. Por outro lado, o copépodo marinho Lepeophtheirus salmonis apresentou
baixo risco de inibicdo da mobilidade com QR igual a 0,015. Os peixes Danio rerio e
Pseudomugil signifer tém baixos riscos em relagdo aos fatores abordados (inibicao do
desenvolvimento e mortalidade), com valores de QR inferiores a 0,05, conforme mostrados

na Tabela 4, assim como o poliqueta Capitella sp.

De forma geral, os valores do quociente de risco indicam que Daphnia magna é a
espécie, dentre as estudadas, que pode ser mais afetada pela contaminacdo de ambientes
por PPF, pois apresentou valores de QR bem elevados. Ao contrario dos peixes Danio rerio e
Pseudomugil signifer, do poliqueta Capitella sp. e do copépodo marinho Lepeophtheirus
salmonis, que apresentaram os menores valores de QR e, portanto, baixo risco para os
fatores abordados. Porém, vale ressaltar que ndo é possivel estender esses resultados para
outras espécies de grupos bioldgicos semelhantes, pois como demonstrado para Daphnia,
espécies diferentes de um mesmo género podem apresentar riscos distintos dependendo de

suas caracteristicas bioldgicas particulares.



Tabela 4 - Estimativa de risco do piriproxifeno para organismos aquaticos nao-alvo.

1/10 CE50 (pg L-
Grupo bioldgico Nome cientifico Ambiente Efeito CE50 (pg L) QR Risco® 1) Risco® Referéncias
Crustaceo Daphnia magna Dulcicola Mortalidade 2,50 4,000 Alto 0,250 Vieira Santos et al. (2017)
Fecundidade 0,08 125,000 Alto 0,008 Provavel Watanabe et al. (2018)
Produgdo de machos 0,13 76,923 Alto 0,013 Provavel Watanabe et al. (2018)
Produgdo de machos 0,051 196,078 Alto 0,005 Provével  Ginjupalli & Baldwin (2013)
Inibigdo alimentar 42,49 0,235 4,249 Improvavel Jorddo et al. (2016)
Mortalidade 0,96 10,417 Alto 0,096 Antczak et al. (2013)
Produgdo de machos 0,07 140,845 Alto 0,007 Provavel LeBlanc et al. (2013)
Produgdo de machos 0,10 100,000 Alto 0,010 Provavel Olmstead & LeBlanc (2003)
Produgdo de machos 0,06 166,667 Alto 0,006 Provavel Matsumoto et al. (2008)
Daphnia carinata Dulcicola Mortalidade 80 0,125 8,000 Improvavel Trayler & Davis (1996)
Artemia salina Marinho Mortalidade 500 0,020 Baixo 50,000 Improvavel Alves et al. (2019)
Mortalidade 2,50 4,000 Alto 0,250 Vieira Santos et al. (2017)
Lepeophtheirus salmonis Marinho Imobilidade 676,60 0,015 Baixo 67,660 Improvével Aaen & Horsberg (2016)
Eurytemora affinis Estuarino Mortalidade 29,70 0,337 2,970 Improvavel Legrand et al. (2017)
Leander tenuicornis Estuarino Mortalidade 98 0,102 9,800 Improvavel Brown et al. (1996)
Poliqueta Capitella sp. Marinho Assentamento larval e metamorfose 2571,01 0,004 Baixo 257,101 Improvavel Biggers & Laufer (1996)
Peixe Danio rerio Dulcicola Inibigdo do desenvolvimento 1671,16 0,006 Baixo 167,116 Improvavel Truong et al. (2016)
Inibigdo do desenvolvimento 8397,84 0,001 Baixo 839,784 Improvavel Padilla et al. (2012)
Mortalidade 220 0,045 Baixo 22,000 Improvavel Horie et al. (2017)
Pseudomugil signifer Estuarino Mortalidade 845 0,012 Baixo 84,500 Improvével Brown et al. (1998)

Fonte: A autora

As cores auxiliam na classificagdo de risco. Vermelho: alto ou provavel; amarelo: médio ou ocasional; verde: baixo ou improvavel.

QR: Quociente de risco
a: Risco associado ao QR.

b: Risco associado a comparag&o entre 1/10 CE50 com a maior concentragdo detectada em matriz ambiental.
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O risco foi estimado também associando as concentracdes tdxicas para cada
organismo aquelas encontradas em compartimentos ambientais aquaticos. Como abordado
anteriormente, a maior concentracao ambiental de PPF foi encontrada na agua do Rio Jucar
(Espanha) com valor maximo de 99,59 ng L* (0,100 pug L) (BELENGUER et al., 2014).
Considerando que um valor de 1/10 da CE50 estimada para determinado efeito em
organismo-teste, represente uma concentragdo que pode gerar algum efeito nocivo a
espécie; este valor foi comparado ao encontrado na agua do Rio Jucar. Valores de 1/10 CE50
em ordem de grandeza inferior ao valor detectado no referido rio, indica risco provavel;
valores de 1/10 CE50 em ordem de grandeza superior a concentracdo na agua do rio,
representa risco improvavel; e quando os valores comparados estiverem na mesma ordem
de grandeza, supde risco ocasional. Os valores e interpreta¢des de risco estao dispostos na
Tabela 4. Em sintese, a dgua do rio Jucar, contaminada por PPF, representa provavel risco a
fecundidade e desequilibrio na propor¢cdo de descendentes machos em Daphnia magna,
além de risco ocasional a mortalidade. Em consideracdo aos demais parametros e
organismos investigados nesse estudo, a concentracado do larvicida presente na agua do Rio
Jucar ndo representa uma grande ameaca, exceto para um dos valores estimados em relacao
a mortalidade de Artemia salina, que sugeriu um risco ocasional. Vale salientar que os
estudos de contaminacdo ambiental por PPF s3ao extremamente escassos, portanto, o
maximo valor detectado (concentracdo presente na agua do Rio Jucar), para a realizacdo da
avaliacao de risco, pode estar subestimado, caso este contaminante esteja presente em
concentracdes maiores em matrizes de ambientes ndo avaliados. Além disso, seria
interessante uma avaliagdo com maior nimero de espécies representativas de diversos

taxons e ambientes para obter uma estimativa de risco mais precisa.

2.7 CONCLUSAO E PROSPECCAO FUTURA

Os fatores fisico-quimicos do piriproxifeno sugerem hidrofobicidade, potencial de
bioconcentracdo, com tempos de meia-vida relativamente curtos em sistemas aquaticos
aerdbicos, devido a alta susceptibilidade a fotodegradacao e rapido metabolismo aerébico.
Em contraste, o tempo de meia-vida em ambientes aquaticos anaerdbicos é longo, com

maior persisténcia em sedimentos e sistemas aquaticos salobros. Os estudos de
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ecotoxicidade aquatica com PPF foram feitos majoritariamente em organismos de agua
doce, apenas cerca de 33% foram desenvolvidos em organismos estuarinos e marinhos.
Numerosas cidades costeiras vém utilizando amplamente o PPF, principalmente como
larvicida e inseticida para controle de pragas na saude publica. Isso reforca a necessidade de
estudos de PPF em ambientes estuarinos e marinhos, com maior énfase nos estuarinos, que
devido as condig¢Ges fisico-quimicas do meio podem acumular o composto mais facilmente.
Assim como, estudos ecotoxicoldgicos com organismos representativos destes ambientes
precisam ser desenvolvidos, abrangendo diferentes grupos bioldgicos, com destaque em
microcrustaceos que por apresentarem maior proximidade taxon6mica com os insetos
(alvos do piriproxifeno), tem demonstrado maior sensibilidade ao larvicida. Nesta revisao os
organismos mais afetados pela exposicdio ao PPF foram Daphnia magna e o peixe
Xiphophorus maculatus (ambos representativos de ambiente dulcicola), com elevados riscos
reprodutivos e comportamentais, respectivamente, além de alto risco de mortalidade em
concentracdes menores e préoximas a efetiva para tratamento larvicida. Os crustaceos
estuarinos Eurytemora affinis (copépodo) e Leander tenuicornis (camardao), também
demonstraram sensibilidade ao PPF com riscos medianos em relagao a sobrevivéncia, na

dose usual do piriproxifeno contra Aedes aegypti.

Sugerimos o desenvolvimento de mais estudos ecotoxicolégicos em organismos
aquaticos ndo-alvo, principalmente marinhos e estuarinos e avaliacdo de contaminacdo de
ecossistemas aquaticos por PPF, a fim de melhor avaliar os riscos envolvidos com o uso em
grande escala dessa substancia, principalmente pelos paises que mais utilizam. Em paralelo,
indicamos a reducao da dose atual, quando possivel, de preferéncia para valores com pelo
menos uma ordem de grandeza inferior ao limite estabelecido como seguro para humanos

pela OMS, no intuito de reduzir os riscos aos organismos aqudticos mais sensiveis.
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3 ARTIGO 2 - ANALISE DA ECOTOXICIDADE DO DODECANOL NO COPEPODO MARINHO
TISBE BIMINIENSIS: SUBSTANCIA NATURAL COM EFEITO LARVICIDA PARA O
CONTROLE DO AEDES AEGYPTI

Esta se¢do apresenta a toxicidade sub-letal no desenvolvimento do copépodo marinho
Tisbe biminiensis apds exposicdo ao dodecanol, com estimativas de CE5072n, CENO e CEO;
além de avaliar o risco oferecido a essa espécie com base nas concentracles efetivas para
tratamento larvicida contra o Aedes aegypti. Foi proposto ainda o indice de periculosidade
quimica em ecossistemas aquaticos (IPQaqua) para inferir a consequéncia que as substancias
guimicas podem trazer aos ambientes aqudticos a partir de seus principais fatores fisico-
quimicos. O IPQaqua foi calculado para o dodecanol e outros pesticidas e foi feita uma analise

comparativa ente eles.

3.1 INTRODUCAO

Compostos naturais, principalmente extratos e éleos vegetais, vem sendo estudados
para fim larvicida contra o Aedes aegypti, como alternativa aos pesticidas sintéticos que vem
prejudicando a saude ambiental (BEZERRA-SILVA et al., 2016; CHUNG et al., 2012; DIAS &
MORAIS, 2014; GARCEZ et al., 2013; NAGELLA et al., 2012; SINNIAH, 1983; TABANCA et al.,
2014). Um estudo recente mostrou que o Oleo essencial extraido da flor ornamental
Etlingera elatior tem efeito de antioviposicdo nas fémeas do A. aegypti e que o n-dodecanol,
composto majoritdrio nesse 6leo, também apresentou atividade antioviposicdo na
concentracdo de 50 mg L! (BEZERRA-SILVA et al., 2016). Outros estudos mostraram que n-
dodecanol apresenta atividade larvicida contra A. aegypti, com CL90 de 7,5 (6,7-8,9) mg L*
para larvas na fase L1 (TABANCA et al., 2014); CL95 de 25 mg L na fase L4 (BEZERRA-SILVA,
2012) e mortalidade de 90% (CL90) com taxa de pulveriza¢do de 7 L ha™* (SINNIAH, 1983). O
n-dodecanol pode ser extraido de extratos vegetais de algumas espécies como E. elatior
(BEZERRA-SILVA et al., 2016)., Angelica dahurica (TABANCA et al., 2014) e Apium graveolens
(NAGELLA et al., 2012), ou adquirido comercialmente a um custo relativamente baixo. Essas
caracteristicas apontam esse composto quimico como promissor larvicida para Aedes

aegypti. Porém, apesar de ser um composto natural é considerado perigoso ao ambiente
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aquatico, devido ao elevado coeficiente de particdo octanol-agua e possibilidade de
bioacumulagdo. Portanto, é necessario verificar a toxicidade do mesmo em outros
organismos ndo-alvo, especialmente em crustdceos, devido a sua proximidade taxondmica

com os insetos.

Alguns organismos marinhos usados em testes de toxicidade sdao ourigos, moluscos,
peixes, crustdceos, algas, dentre outros (NASCIMENTO et al., 2002). Microcrustaceos, por ter
cultivo simples em laboratdrio e de baixo custo, tem sido bastante empregados (CHARRY et
al., 2018; DAHMS et al., 2016; REGIS et al., 2018). Os invertebrados pertencentes ao
zooplancton sdo altamente suscetiveis a pesticidas devido a baixa capacidade de locomocao
gue os impede de sair de locais contaminados, obrigando-os a exposicdo a contaminantes

que podem ser absorvidos via oral, dérmica ou inalatdria (PISA et al., 2015).

Copépodos sdao microcrustdceos que representam o grupo mais abundante de
invertebrados aquaticos, incluindo 14.500 espécies marinhas e de dgua doce (LEGRAND et
al., 2016). Possuem curto ciclo de vida, ampla distribuicdo geografica e sdo os maiores
consumidores primarios e secunddrios na cadeia alimentar aquatica, com capacidade de
acumular poluentes e os transferir aos niveis trdficos superiores (LEGRAND et al. 2016).
Dentre eles os do género Tisbe tem cultivo relativamente facil e de baixo custo em
laboratério e s3ao sensiveis a contaminantes, por isso tem sido utilizados em estudos
ecotoxicoldgicos (ARAUJO-CASTRO et al., 2009; LAVORANTE et al., 2013; SOUZA-SANTOS et
al., 2015). Tisbe biminiensis ¢ uma espécie de copépodo da ordem Harpacticoida, com seis
estdgios larvais e cinco juvenis, anterior a fase adulta. Por ser epibent0nico, isto é, vive na
interface agua-sedimento, é possivel utiliza-lo em testes de toxicidade em amostras de dgua
ou sedimento (KUSK & WOLLENBERGER, 2007). Sabe-se que a fase larval dessa espécie é
mais sensivel a contaminantes do que a fase adulta, por isso, é proposta a utilizacdo dos
nauplios em bioensaios toxicoldgicos com amostras de agua (COSTA, YOGUI & SOUZA-
SANTOS, 2014; LAVORANTE et al., 2013; SOUZA-SANTOS & ARAUJO, 2013;) e sedimento
(ARAUJO-CASTRO et al., 2009; REGIS et al., 2018).

A utilizacdo de espécies nativas em testes ecotoxicolégicos é interessante por
expressar situacdes locais com maior particularidade e seguranca (LAVORANTE et al., 2013).
Nesta dtica, o copépodo Harpacticdide Tisbe biminiensis Volkmann-Rocco, 1973 coletado nas

praias arenosas de Olinda (Pernambuco, Brasil) tem sido utilizado com sucesso em testes de
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toxicidade e proposto como modelo representando espécies de copépodos marinhos
tropicais. O uso dessa espécie de copépodo é uma boa alternativa em substituicdo aos
ensaios com Artemia sp., pois esta geralmente apresenta uma sensibilidade menor a

compostos quimicos em comparagao ao T. biminiensis.

Uma das finalidades da ecotoxicologia é obter a relacdo do efeito téxico e
biodisponibilidade de um agente quimico (LOMBARDI E FERNANDES, 2008). Além disso, é
importante investigar as caracteristicas fisico-quimicas do composto a fim de prever seu
comportamento em ecossistemas aquaticos. A avaliagdo de risco ambiental completa de um
composto envolve uma série de analises complexas, que vai além da caracterizagao fisico-
guimica e ecotoxicoldgica, pois considera ainda a disposicdo e destino final no ambiente
aquatico, terrestre e na atmosfera (ZAGATTO, 2006). Porém, seria interessante uma
avaliacdo inicial de risco e periculosidade direcionada ao ambiente aquatico, visando avaliar
substancias identificadas como seguras a ambiente terrestre, mas com pouca informagado em

relacdo a seguranca em ecossistemas aquaticos.

O objetivo desse estudo é testar a toxicidade sub-letal do dodecanol no
desenvolvimento do copépodo marinho Tisbe biminiensis e propor um indice de
periculosidade quimica direcionado a ambientes aquaticos para estimar o possivel risco que

essa substancia pode causar nesses ecossistemas.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Compostos quimicos e solugées

Os compostos e solventes utilizados foram: 1-Dodecanol (CAS: 112-53-8, Sigma-
Aldrich, 98%), Tween 80 P.S. (CAS: 9005-65-6, Dinamica, > 99,9%), Dimetil Sulfoxido P.A./ACS
(CAS: 67-68-5, Neon, = 99,9%) e Acetona PA (CAS: 67 64-1, Anidrol, > 99,5%) e sulfato de
zinco P.A. heptahidratado (CAS: 7446-20-0, Vetec, 299,0%).

As solugdes testes de dodecanol foram preparadas a partir de uma solucdo-mae de
100 mg L de 1-dodecanol (previamente preparada e estocada em laboratdrio), diluida em
agua do mar natural (salinidade 35) com auxilio do solvente Tween 80 (1,33 g L'). Solucbes

teste de Tween 80 (polissorbato) foram preparadas em concentracdes entre 0,12 e 11,67 g
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L' em dgua do mar. As solucdes teste de acetona e DMSO foram preparadas a partir da
diluicdo em volume percentual em agua do mar, em concentrag¢des entre 0,5 e 5% V/V para
acetona e 0,5e 1,5 % V/V para DMSO. A solucdo estoque de referéncia com sulfato de zinco
foi preparada em dgua destilada (1 g L) e as solugdes teste foram feitas com diluicdo em

dgua do mar, numa faixa de 1 a 9 mg L™ para o controle positivo da sensibilidade da prole.

3.2.2 Cultivo dos organismos teste e separagao de prole

Adultos e nauplios de Tisbe biminiensis foram cultivados no Laboratério de Cultivo e
Ecotoxicologia (LACE) da UFPE (Pernambuco, Brasil), sob condi¢des 6timas, conforme
estabelecido em Ribeiro & Souza-Santos (2011). Resumidamente, os organismos foram
mantidos em caixas plasticas com 4,5 litros de dgua do mar natural, salinidade 35 + 2, a
temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo natural de 12L/12E, aeragdo constante e auséncia de
substrato. A dgua do mar foi previamente coletada com bomba em maré alta na area de
Protecdo Ambiental APA Costa dos Corais em frente ao CEPENE (Tamandaré - PE, Brasil), e
transportada com caminhdes-pipa para o LACE onde foi armazenada em caixas de agua de
5.000 L, clorada para desinfeccao e aerada para a retirada do cloro. Antes do seu uso esta
agua foi filtrada em filtros cunos de 5 um, e, dependendo da necessidade, passou
novamente pelo mesmo processo de desinfecgdo em caixas menores. Os organismos foram
alimentados a cada 72 h com microalga Chaetoceros muelleri (cultivada em meio f/2 por
técnica padrdo) e racdo para peixe INVE® (Bélgica). O meio de cultivo foi renovado

completamente a cada 72h, antes de cada alimentacao.

Os nduplios recém-eclodidos (com até 24h de vida) foram obtidos em um sistema de
separacdo de prole, onde copépodos adultos (incluindo fémeas ovigeras) foram colocados
em duas caixas sobrepostas, separadas por uma rede de 120 um de malha, contendo 3L de
agua do mar (salinidade 35 + 2) e microalga Chaetoceros muelleri para alimentagdo. Esse
sistema foi preparado um dia antes de cada teste ecotoxicolégico. Apds 24 horas, os adultos
foram retirados com a rede e a dgua contendo os nauplios foi concentrada a 100 mL, com
auxilio de uma peneira de 64 um. Entdo, duas réplicas de 500 um foram coletadas e foi feita
a contagem de nduplios em cada uma, utilizando microscépio estereoscédpio, assim a média
de nduplios por mililitro foi estimada. Através de regra de trés simples foi determinado o

volume contendo aproximadamente 200 nduplios a ser pipetado em cada recipiente-teste.
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3.2.3 Bioensaios com Tisbe biminiensis

Os testes ecotodxicoldgicos foram realizados com a exposicao de nduplios de Tisbe
biminiensis aos agentes quimicos diluidos em agua do mar. Antes de iniciar os ensaios
toxicoldégicos com dodecanol, foram testadas as respostas toxicas dos solventes organicos
em T. biminiensis, a fim de determinar concentracdes seguras para utilizacdo dos mesmos na
dissolu¢do do dodecanol na agua do mar. As faixas de concentracdes testadas para os
solventes Tween 80, DMSO e acetona foram 0,04 a 3,76 gL, 0,5a 1,5% V/V e 0,5 a 20 %
V/V, respectivamente. Um teste preliminar foi feito numa ampla faixa de concentragdes de
dodecanol (5 a 500 mg L1), a fim de determinar a faixa de concentracdo ideal para
estimativas de maior concentracdo sem efeito observdvel (CENO), menor concentracdo de

efeito observavel (CEO) e a concentracdo de efeito a 50% (CE50).

Os bioensaios com Tisbe biminiensis seguiram a metodologia descrita em Lavorante et
al. (2013). Cerca de 200 nauplios recém-eclodidos (com até 24 h) foram expostos a
concentracdes pré-estabelecidas, abrangendo pelo menos cinco valores entre 2,47 e 61,75
mg L de 1-dodecanol, diluido em dgua do mar com salinidade 35 (+ 2), previamente filtrada
através de membrana de acetato de celulose (porosidade 0,45 um), com auxilio de uma
bomba a vécuo. Diatomdceas Chaetoceros muelleri (3 x 10° cél mL?) foram adicionadas em
suspensdo para alimentacao dos nauplios. As exposi¢cdes foram feitas em recipientes-teste
de vidro com as seguintes medidas externas: altura de 5 cm e didmetro de 4.5 cm, e com
volume interno de 50 mL; contendo 20 mL da solugdo teste, com quatro réplicas internas
para cada concentracdo de dodecanol e dos controles. O teste foi executado sob exposicdo
estatica, duracdo de 72 h, temperatura de 28 + 1 °C e fotoperiodo de 12L/12E. Apds esse
periodo, foi adicionado formol a 4% para fixar e corante rosa de bengala. Os experimentos
foram realizados em 4 baterias de testes com diferentes proles para estimar melhor a
variabilidade de reposta da espécie. Os parametros salinidade (35 + 2), pH (8,1 £+ 0,2) e
oxigénio dissolvido (6 + 1,5 mg L) foram medidos no inicio e fim de cada bioensaio, em uma
das réplicas de cada tratamento, afim de garantir as condi¢Ges ideais no inicio do teste e
estimar possiveis interferéncias ao longo do mesmo. Um teste adicional foi desenvolvido
com renovacao total didaria dos meios de exposicdo. O percentual de desenvolvimento
(efeito sub-letal) foi medido pela porcentagem de copepoditos corados no fim do

experimento em relagdao ao total de nauplios estimados no inicio do experimento, ambos
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numeros foram estimados através do uso de microscdpio estereoscépio. Apds validacdo dos
controles negativos (conforme especificado no toépico 4.2.4), os percentuais de
desenvolvimento nas concentracdes-teste foram corrigidos, considerando o efeito no

controle nulo, isto &, assumindo desenvolvimento de 100% no controle.

3.2.4 Controles dos bioensaios

Foram utilizados trés tipos de controles nos bioensaios: negativo, positivo e controle
dos solventes. O controle negativo foi feito com agua do mar, onde a resposta téxica no
organismo é considerada nula. O controle do solvente é uma avaliagdo prévia dos solventes
organicos necessarios para diluir o composto quimico nos meios de exposicdo, de forma a
garantir eficacia na dissolu¢dao dos compostos e ao mesmo tempo ndo apresentar toxicidade
ao organismo teste. Tween80®, DMSO e acetona foram os solventes testados previamente
para estimar as concentragdes seguras para dissolu¢ao de 1-dodecanol nos meios de
exposicdo dos bioensaios, sem causar efeito toxico sobre o microcrustdceo analisado.
Paralelamente a cada teste, foram realizados testes com substdncia de referéncia (controle
positivo) para testar a sensibilidade da prole do animal-teste, usando sulfato de zinco
heptahidratado, conforme carta-controle estabelecida no Laboratério de Cultivo e

Ecotoxicologia (LACE) nos ultimos 7 anos.

Os testes foram considerados vdlidos apds satisfazerem alguns pressupostos
estabelecidos no LACE: os controles negativos devem ter o percentual de desenvolvimento
de Tisbe biminiensis superior a 70% em relacdo a quantidade inicial de nduplios; a prole
precisa estar saudavel, isto é, os valores de CE50 do controle positivo com sulfato de zinco

devem estar dentro dos limites aceitaveis, conforme carta controle pré-estabelecida.

3.2.5 Analises estatisticas

Os valores de CE50 (concentracdo efetiva a 50%) de dodecanol e sulfato de zinco
heptahidratado no desenvolvimento de Tisbe biminiensis, foram estimados usando
regressdes PROBIT, por meio do software Statistica®, corrigindo os dados em relacdo ao
desenvolvimento do controle. As estimativas da maior concentracdo que nao causa efeito
observado (CENO) e a menor concentragcdo que causa efeito observado (CEO) do dodecanol

e dos solventes testados (Tween 80, DMSO e acetona) foram feitas através de ANOVA, para
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detectar diferencas estatisticas significativas, e teste de Dunnett (p < 0,05) a posteriori,
utilizando o software Bioestat®. A comparagcao entre os efeitos dos tipos de exposi¢des
(estdtica X renovacao diaria) foi feita por meio de ANOVA bifatorial entre os dois grupos e
entre cada par de concentragdes no Bioestat®. O nivel de significancia considerado nas

analises estatisticas foi de 0,05.

3.2.6 Estimativa de risco

A estimativa de risco foi adaptada de Vieira-Santos et al. (2017), dividindo o valor da
concentracao de dodecanol que pode ser utilizada para tratamento larvicida contra o Aedes
aegypti pelo valor médio da CE50 obtido para Tisbe biminiensis. A classificacdo de risco foi
feita com base no valor do quociente de risco (QR) obtido da seguinte forma: QR > 0,5 indica

alto risco; 0,05 < QR < 0,5 indica médio risco e QR < 0,05 sugere baixo risco.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Controles dos bioensaios

Os valores médios dos percentuais de desenvolvimento nos controles negativos foram
77,76 (+ 10,83)%, 83,27 (+ 7,06)%, 92,93 (+ 7,34)% e 75,74 (+ 6,24)% para os experimentos
estaticos 1, 2, 3 e 4, respectivamente; e 80,02 (+ 5,07)%, 77,74 (+ 9,05)% e 94,39 (+ 10,93)%
nos testes dos solventes Tween 80, acetona e DMSO, respectivamente. Esses valores foram
considerados validos para teste de toxicidade com nduplios de Tisbe biminiensis, conforme
protocolo experimental estabelecido no Laboratdrio de Cultivo e Ecotoxicologia da UFPE (ver
tépico 4.2.4). Os valores percentuais entre parénteses representam um desvio padrdo. O
controle positivo com sulfato de zinco heptahidratado apresentou CE50 com valores entre
3,25 (+ 1,60) e 4,70 (+ 0,62) mg L%, estando dentro dos limites esperados (4 + 1,6 mg L)
para uma prole sauddvel do organismo teste. Os valores entre parénteses, apds a CE50,
referem-se ao intervalo de confianga a 95%. As estimativas de CENO e CEO para os solventes
foram, respectivamente: 1,17 g L' e 5,84 g L'! para o Tween 80 (ANOVA: F = 3,824, p =
0,024), 0,5 e 0,75 % (V/V) para o DMSO (ANOVA: F = 46,180, p < 0,0001) e 0,5 e 1% (V/V)
para acetona (ANOVA: F = 177,046, p < 0,0001). O Tween 80 foi escolhido como solvente,

devido a baixa toxicidade e facilidade de dissolucdo do dodecanol na agua do mar. A
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concentracdo maxima de Tween 80 utilizada nos meios de teste foi 0,75 g L%, valor seguro,

pois esta baixo do CENO obtido para este solvente.

3.3.2 Toxicidade sub-letal do dodecanol em Tisbe biminiensis

Os percentuais de desenvolvimento obtidos nos quatro ensaios estdo representados
na Figura 1 e representam valores médios relativos ao controle. As figuras estao indicadas
com numeros de 1 a 4 que identificam cada teste realizado com proles independentes. O
experimento 1 foi executado numa ampla faixa de concentragdes, abrangendo trés ordens
de grandeza, enquanto nos demais foram adotadas faixas mais estreitas e préximas a CE50.
Valores percentuais acima de 100% indicam desenvolvimento ligeiramente maior que o
controle, mas sem diferencas significativas. Os valores de CE50 no desenvolvimento de T.
biminiensis, estimados para os experimentos de 1 a 4, foram: 20,52 (+ 8,15) mg L%, 24,71 (+
2,49) mg L%, 32,85 (+ 2,18) mg L%, 28,52 (+ 1,64) mg L%, respectivamente; com valor médio
de 26,65 (£ 5,27) (Figura 2). As estimativas de CENO e CEO obtidas a partir dos resultados do
experimento 4 foram 10,66 e 15,99 mg L' (ANOVA: F = 10,0068, p = 0,0006),
respectivamente. O valor cronico, calculado através da média geométrica entre CENO e CEO

foi de 13,06 mg L.

Paralelamente ao experimento 4 (desenvolvido sob condicdo estatica) foi realizado um
experimento extra com renovacdo didria dos meios de exposicdo. A Figura 3 apresenta as
curvas-resposta sobrepostas obtidas para percentual de desenvolvimento nos dois
experimentos. O valor da CE50 estimado no experimento com renovacgdo diaria foi de 28,56
mg L. N3o houve diferenca significativa entre as condi¢bes experimentais estatica X
renovacao diaria (ANOVA: F = 1,5744, p = 0,2171), mas sim entre as concentracdes (ANOVA:
F =21,8990, p < 0,0001). A interacdo entre os 2 fatores (renovac¢do e concentracdo) nao foi

significativa (ANOVA: F =0,7019, p = 0,5992).
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Figura 1 - Percentual de desenvolvimento dos nduplios de Tisbe biminiensis expostos a
concentracdes de dodecanol. Os percentuais sdo valores médios relativos ao controle e as
barras representam um desvio padrdao. Os numeros de 1 a 4 presentes no canto inferior
esquerdo de cada grafico identificam os experimentos realizados com proles independentes.
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Figura 2 - Estimativa da CE50 do dodecanol no desenvolvimento de Tisbe biminiensis para os
guatro experimentos independentes. A linha tracejada indica o valor médio da CE50 entre os
experimentos. As barras de erro representam o intervalo de confianca a 95%.
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Figura 3 - Curvas do percentual de desenvolvimento nos experimentos com meio de
exposicdo estdtica e com renovacao didria.

3.3.3 Estimativa de risco do dodecanol ao Tisbe biminiensis

A estimativa de risco foi calculada com base nas concentracdes efetivas de dodecanol
para o tratamento larvicida do Aedes aegypti. Na fase larval L1 de A. aegypti, a concentracao
efetiva para tratamento larvicida é de 7,5 mg L'! (TABANCA et al., 2014), enquanto na fase L4
é de 25 mg L* (BEZERRA-SILVA, 2012). Os valores dos quocientes de risco estimados para a
menor e maior concentra¢ao possivelmente utilizada para efeito larvicida foram 0,28 e 0,94,

respectivamente; indicando risco médio na menor concentracdo e alto na maior.

3.3.4 indice de periculosidade quimica em ecossistemas aquaticos

O indice de periculosidade quimica para ecossistemas aquaticos (IPQaqua) foi
desenvolvido no presente estudo para inferir a consequéncia que as substancias quimicas
podem trazer aos ambientes aquaticos a partir de seus fatores fisico-quimicos. Foi realizado
um levantamento das principais caracteristicas fisico-quimicas que influenciam ambientes
aquaticos das seguintes substancias: dodecanol, piriproxifeno, temefés, DDT e DMSO. O
indice proposto compara a periculosidade das substancias de efeito pesticida (dodecanol,
piriproxifeno, temefds e DDT) de forma relativa a uma substancia de referéncia de baixa

toxicidade. O DMSO é um solvente organico comumente utilizado em testes de toxicidade
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aquatica, por isso foi escolhido como substancia de referéncia neste indice. O cdlculo foi
feito pelo somatério dos quocientes entre os fatores fisico-quimicos da substancia em

guestdo em relacdo aos valores da substancia de referéncia, conforme férmula abaixo.

logk,,, — logk,y, , FBC,—FBC.f Tmy, ~Tmv,, PressV,—PressV,.
I lOg kowref | |FBCref| |varef| |PT€SSVref|

IPQaqua =

Onde: log kow € 0 logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua; FBC é o fator de
bioconcentracdo; Tmy € 0 tempo de meia vida e PressV é a pressdo de vapor. Os indices x e ref
aludem ao composto a ser avaliado e a substancia de referéncia, respectivamente. Os fatores
log kow, FBC e Tmv sdao diretamente proporcionais ao IPQaqua, €nquanto PressV  é

inversamente proporcional ao mesmo, por isso estd representada com sinal negativo.

O valor de IPQaqua para uma substancia “x” é interpretado da seguinte forma:
a) IPQaquax < 10: Periculosidade muito baixa ou nula
b) 10 < IPQaqua,x < IPQaqua,pDT:

c) IPQaquax = IPQaqua,pot: Periculosidade muito elevada

Isto é, quanto mais préximo de 10, mais baixa serd a periculosidade e quanto mais
proxima do valor calculado para o DDT mais elevada sera a periculosidade a ambientes
aquaticos. O DDT foi definido como referéncia de elevada periculosidade neste indice,
devido ao alto risco que representa ao ambiente aqudtico, por sua alta persisténcia e
toxicidade ambiental, estando, por isso, atualmente banido em mais de 150 paises
(STOCKHOLM CONVENTION, 2019).

Os valores dos parametros fisico-quimicos adotados para o calculo do indice de
periculosidade quimica em ecossistemas aquaticos dos pesticidas estdo dispostos na Tabela
1. Devido a falta de padronizacdao nas medidas de tempo de meia vida das substancias, foi
calculada a média das estimativas disponiveis para cada uma delas. Os valores do IPQagua
obtidos para dodecanol, piriproxifeno, temefés e DDT foram 21,51, 415,28, 585,09 e
1512,68, respectivamente. A ordem da periculosidade entre as substancias analisadas foi:

DDT > temefds > piriproxifeno > dodecanol.
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E importante informar que existem outras avaliacdes de periculosidade, mas que
refletem todo o ambiente, integrando fatores de ecossistemas aquaticos e terrestres. No
Brasil, esta avaliacdo é desenvolvida pelo IBAMA e é chamada de “classificacdo quanto ao
potencial de periculosidade ambiental”. Porém, algumas substancias sdo consideradas de
baixa toxicidade para organismos terrestres, mas representam alta toxicidade para espécies
aquaticas, como é o caso de muitos pesticidas, entre eles o piriproxifeno. Por isso, torna-se
necessario uma avaliacdo de periculosidade mais direcionada a ambientes aquaticos. A

presente proposta pretende suprir essa necessidade.

Tabela 1 - Fatores fisico-quimicos e indices de periculosidade quimica a ecossistemas
aquaticos.

FBC Pressao

Substancia log kow (peixe) Tempo de meia vida (dias) vapor (mPa) 1PQaqua
S.A. S.A. S.A. + Rio Lago Valor
aerébico  anaerdbico MPS médio
1-Dodecanol 5,13 48 - - 330 1,125 12 114,38 1300 21,51
Piriproxifeno 5,37 1620 20,8 288,9 - - - 154,85 0,013
Temefos 5,96 2300 17,2 19,7 - - - 18,45 0,011
p,p'-DDT 6,91 5060 - 1,86 109500 8,5 68 27394,59 0,021 1512,68
DMSO -0,6 4 116 - - - - 116,00 59400 -

Fonte: PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

As cores do IPQaqua indicam o nivel de periculosidade. Verde: muito baixa ou nula; amarelo: periculosidade a ser melhor avaliada;
vermelho: muito elevada.

As condi¢des experimentais (temperatura, pH...) para estimativa dos fatores fisico-quimicos ndo foram padronizadas e podem apesentar
algumas diferencgas.

log kow: logaritmo do coeficiente de parti¢do octanol-dgua

FBC: Fator de bioconcentragdo

S.A.: Sistema aquatico

MPS: Material particulado em suspensdo

3.4 DISCUSSAO

A auséncia de diferenca significativa entre as condi¢cdes experimentais de exposicao
(estdtica X renovacdo didria) indica que possivelmente o dodecanol apresentou baixa
degradabilidade e volatilidade durante os trés dias de duracdo do teste, dentro dos
parametros de temperatura, luminosidade, pH, oxigénio dissolvido sob os quais os

bioensaios foram desenvolvidos.

O dodecanol apresentou valores de CEO e CE50 no desenvolvimento do copépodo

marinho Tisbe biminiensis na mesma ordem de grandeza que os valores efetivos para uso no
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combate as larvas de Aedes aegypti, 7,5 (6,7-8,9) mg L para larvas na fase L1 (TABANCA et
al., 2014) e 25 mg L' na fase L4 (BEZERRA-SILVA, 2012). Na estimativa de risco, os valores de
QR indicaram médio ou alto risco, dependendo da concentracdo a ser utilizada para fim
larvicida. Geralmente as fases de vida iniciais dos organismos sao mais sensiveis, por isso a
concentracdo efetiva é menor. Por esse motivo, é indicado o foco na fase larval L1 na
estimativa da concentragdo larvicida necessaria para controle do A. aegypti, pois quanto
maior a sensibilidade do organismo, menor a concentracdo utilizada para fins larvicidas e
menor a exposicdo a espécies ndo-alvo como o T. biminiensis e, portanto, menor o risco

ambiental.

Estudos de toxicidade com outras substancias quimicas foram desenvolvidos em T.
biminiensis (Tabela 2). Lavorante et al. (2013) estimou a CE5072n e CL5072, do sulfato de zinco
em nauplios desta espécie, obtendo os valores 3,25 + 0,59 mg L™ e 3,46 + 0,72 mg L™},
respectivamente. Araujo-Castro et al. (2009) reportou um valor de 10,77 mg L para a
CL5096h estimada para fémeas de T. biminiensis expostas ao dicromato de potassio. O menor
valor de concentragdo letal nessa espécie foi obtido por Costa, Yogui & Souza-Santos (2014)
em testes com fémeas expostas ao TBT, com CL504sn de 36 pg L. O valor médio da CE507;n
do dodecanol obtido no presente estudo (26,65 mg L) é o maior jad reportado para
substancias quimicas nessa espécie de copépodo. Portanto, dentre as substancias quimicas

testadas, dodecanol é a menos toxica para T. biminiensis.

Tabela 2 - Ecotoxicidade de substancias quimicas em Tisbe biminiensis.

Substancia Fase devida Estimativa Tex Parametro Concentragdo (mg L) Referéncia
Sulfato de zinco nauplios CE50 72 h  Desenvolvimento 3,25+0,59 Lavorante et al. (2013)
Sulfato de zinco nauplios CL50 72 h Mortalidade 3,46 £0,72 Lavorante et al. (2013)
Dicromato de
potassio fémeas CL50 96 h Mortalidade 10,77 Araujo-Castro et al. (2009)
Tributilestanho fémeas CL50 48 h Mortalidade 0,036 Costa, Yogui & Souza-Santos (2014)
1-dodecanol nauplios CE50 72 h  Desenvolvimento 26,65 (£ 5,27) Presente estudo

Fonte: A autora
Texp: tempo de exposigdo

A ecotoxicidade do dodecanol foi testada em outras espécies aquaticas (Tabela 3).
Bengtsson, Renberg & Tarkpea (1984) testaram a mortalidade do copépodo marinho
Harpacticoida Nitocra spinipes, obtendo CL509h de 1,0 mg L' para o dodecanol. Este

trabalho analisou a toxicidade de alcoois alifaticos de 1 a 13 carbonos, obtendo os menores
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valores de CL50 para os alcoois 1 —undecanol e 1-dodecanol para N. spinipes. Veith, Call &
Brooke (1983) avaliou a toxicidade de alcoois alifaticos até 12 carbonos em Pimephales
promelas, uma espécie de peixe de agua doce, e obteve o menor valor de CL50961 para o
dodecanol: 1,01 mg L De acordo com Belanger, Rawlings & Stackhouse (2018) a
concentracdo média global de dodecanol em aguas residuais é 0,278 ug L e a toxicidade
aguda para dados combinados de peixes é 1,2 mg L. Devido a grande diferenca entre esses
valores, os autores indicam que apenas a toxicidade crbonica pode ser ambientalmente
significativa, ou seja, o dodecanol ndo apresenta risco de toxicidade aguda em peixes. Nesta
Otica, podemos estender essa interpretacdao para os copépodos T. biminiensis e N. spinipes
gue também apresentaram valores de toxicidade aguda muito acima do valor estimado para
aguas residuais. A concentracdo média detectada em efluentes aquaticos é cinco ordens de
grandeza inferior ao valor cronico estimado para T. biminiensis (13,06 mg L), logo o risco a
essa espécie é improvavel. Considerando que 1/10 da CL50 seja proximo ao valor cronico, as
espécies N. spinipes e P. promelas apresentariam valor crénico proximo a 0,1 mg L, com
diferenca de 4 ordens de grandeza acima da concentragcdao ambiental. Logo, estima-se que o
risco apresentado pelo dodecanol as espécies citadas é improvavel. Porém, pouquissimos
trabalhos reportam a toxicidade de dodecanol em organismos aquaticos ndo-alvo, portanto
€ necessario o desenvolvimento de estudos mais abrangentes de forma a avalia-lo com
maior seguranca, principalmente se esse composto vier a ser utilizado como pesticida em

larga escala.

Tabela 3 - Toxicidade do dodecanol para espécies aquaticas.

Espécie Estimativa  Texp Parametro Concentragdo (mg L?) Referéncia
Nitocra spinipes CL50 96 h Mortalidade 1,0 Bengtsson, Renberg & Tarkpea (1984)
Pimephales promelas CL50 96 h Mortalidade 1,01 Veith, Call & Brooke (1983)
Tisbe biminiensis CE50 72h  Desenvolvimento 26,65 (+5,27) Presente estudo

Fonte: A autora
Texp: tempo de exposicdo

As estimativas do indice de periculosidade quimica para ecossistemas aquaticos
demonstraram que o DDT representa o maior risco a ambientes aquaticos, conforme
esperado, devido a sua elevada toxicidade ja comprovada (MIRANDA FILHO et al., 2008). O

temefés foi bastante utilizado no Brasil para controle do Aedes aegypti, mas foi substituido
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pelo piriproxifeno devido a resisténcia desenvolvida pelas larvas (LIMA et al., 2011).
Atualmente o uso do temefds é proibido na Unido Europeia devido aos ricos associados ao
mesmo (COMMISSION REGULATION, 2002). O IPQaqua do piriproxifeno e temefds estdo na
mesma ordem de grandeza, portanto é possivel que o risco ambiental que ambos oferecem
a ecossistemas aquaticos seja similar. Por outro lado, o IPQaqua €stimado para o dodecanol
tem uma ordem de grandeza inferior ao valor calculado para o piriproxifeno. Isso sugere
que, levando em consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos na dgua, o
dodecanol representa menor periculosidade aquatica em relagdo aos demais analisados,
corroborando com a possibilidade do mesmo substituir o piriproxifeno no controle do Aedes

aegypti de forma ambientalmente mais segura.

3.5 CONCLUSOES

° Os solventes organicos Tween 80, DMSO e acetona apresentam concentragdes seguras
para dissolucdo de substancias quimicas em testes de toxicidade sub-letal com
nauplios de Tisbe biminiensis.

° O dodecanol apresentou valores de CEO (15,99 mg L) e CE50 (média: 26,65 + 5,27 mg
L'Y) no desenvolvimento do copépodo T. biminiensis proximos as concentracdes
efetivas para tratamento larvicida do Aedes aegypti (larvas fase L1: CL902an= 7,5 (6,7-
8,9) mg L% larvas fase L4: CL9524n= 25 mg L1), podendo gerar médio ou alto risco
dependendo da concentragao utilizada.

° O dodecanol pode causar risco médio em T. biminiensis, se utilizado contra A. aegypti
com foco nas larvas em fase L1 que s3ao mais sensiveis. Porém se utilizado na fase L4
pode gerar alto risco no desenvolvimento do copépodo.

° Dentre as substancias quimicas ja testadas em Tisbe biminiensis (1-dodecanol, sulfato
de zinco, dicromato de potassio e tributilestanho), o dodecanol é a menos toéxica.

° A estimativa da toxicidade do dodecanol em outros organismos aqudticos reportaram
valores de CL50 menores que a CE50 estimada para T. biminiensis, demonstrando
menor sensibilidade deste Ultimo em relacdo ao copépodo N. spinipes e ao peixe P.

promelas.
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° A concentracdo média global de dodecanol em dguas residuais é extremamente menor
gue os valores estimados para gerar efeito tdxico nos organismos aquaticos avaliados,
sugerindo risco improvavel.

° Os valores do IPQaqua calculados para piriproxifeno e temefds foram prdoximos,
indicando periculosidade quimica similar em ambientes aquaticos

° O dodecanol apresentou menor IPQaqua, sugerindo menor periculosidade aquatica

dentre os pesticidas avaliados e, portanto, maior seguranca a ecossistemas aquaticos.
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4 CONSIDERAGCOES FINAIS

O levantamento de contaminagdo por substancias quimicas em matrizes ambientais é
extremamente importante para prever possiveis riscos ambientais. Indicamos a necessidade
de estudos de contaminacdo ambiental aquatica com piriproxifeno e dodecanol de forma a
ampliar o conhecimento aos niveis regional e mundial. Estudos ecotoxicoldgicos em diversos
tdxons de organismos aquaticos também sdo de suma importancia e necessidade para
avaliagdo de risco. O presente trabalho mostrou que alguns microcrustdceos e uma espécie
de peixe podem ser altamente prejudicados pelo piriproxifeno. Consideramos a
possibilidade de reavaliacdo do uso dessa substancia pelo 6rgdo ambiental competente.
Pouquissimos estudos foram feitos para avaliar a toxicidade de dodecanol em organismos
aquaticos ndo-alvo. Sugerimos a avaliacgdo do mesmo em outras espécies de
microcrustaceos, peixes e organismos representantes dos diversos grupos bioldgicos, assim
como o estudo de possiveis sinergias com outros compostos presentes no ambiente. Os
resultados apresentados nesse estudo em relacdo a ecotoxicidade aqudtica e avaliacdo de
risco e periculosidade indicam que o dodecanol é uma alternativa ambientalmente plausivel
para substituicdo do piriproxifeno no controle do Aedes aegypti. Ainda assim, o controle
quimico deve ser feito apenas quando existe real necessidade, isto é, quando a larva do A.
aegypti ja esta presente no local. A forma mais efetiva de controle e completamente segura
ao meio ambiente é a prevencao, evitando formacdo de ambientes propicios ao

desenvolvimento das larvas dos mosquitos.
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