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RESUMO

Em 2009, a UNIVILLE realizou um trabalho em parceria com os pesquisadores Dr.
Donat Peter Hader e Dr. Gilmar Sidnei Erzinger, protocolando junto ao INPI o
registro de patente do Bioinseticida Biodegradavel Atoxico da UNIVILLE (BBA-
UNIVILLE). Este novo produto, ja com patente nacional e internacional, tem a
propriedade de eliminar vetores de doencas humanas e de animais em ambientes
aquaticos e possui a atividade fotodinAmica como principio ativo. Possui facil e
barato método de extracdo, podendo ser aplicado em larga escala. A absorcao
maxima da maioria dos fotossensibilizadores esté localizada na gama UV e visivel,
de modo que a radiacdo solar - que € abundante nos paises tropicais e subtropicais
como o Brasil - pode ser empregada como um agente natural para ativar as
substancias depois de terem sido aplicadas aos ambientes. Todo ano, milhares de
pessoas morrem com o0s efeitos das doengas parasitarias humanas (por exemplo,
malaria), que muitas vezes sdo combatidas com o uso de inseticidas téxicos (por
exemplo, DDT). Os bioinseticidas ja possuem eficacia comprovada na eliminacéo de
vetores de doencas. A toxicologia esta relacionada a efeitos toxicos de sustancias
quimicas, que pode ser mensurado através de testes agudos e cronicos. O objetivo
do presente estudo foi determinar o CLs (para efeito agudo) e o CEO (para efeito
cronico) do bioinseticida da UNIVILLE sobre organismos aquaticos dulcicolas,
visando a utilizacdo desta substancia em larga escala em baixas concentracdes para
substituir os inseticidas toxicos na eliminacao de vetores, criando-se um bioinseticida
biodegradavel atéxico. A metodologia de producéo e conservacédo do BBA-UNIVILLE
segue em sigilo segundo as regras do INPI. Foram utilizados neste estudo, larvas de
peixes (Cyprinus sp. e Astyanax bimaculatus) com ensaios de toxicidade aguda e
micro-organismos (Daphnia similis e Euglena gracilis) com ensaios agudos e
cronicos. Para larvas de peixes utilizou-se uma metodologia com microcosmos
composto de 6 lampadas mistas de 250 Wats, produzindo aproximadamente 300
W/m?, e potes plasticos contendo 1 litro de 4gua com 10 exemplares das espécies
testadas. Os organismos foram incubados na auséncia de luz por 3 horas apés a
adicdo do bioinseticida e, posteriormente, permaneceram 0 mesmo periodo
expostos aos microcosmos com luz solar simulada. Para D. similis utilizou-se a
ABNT-NBR 12713 para ensaios de toxicidade aguda com microcrustaceos e
metodologia adaptada para o crbnico, sendo que para agudo e cronico de E. gracilis,
utilizou-se a ferramenta de biomonitoramento em tempo real NGTOX. Os
exemplares mortos foram considerados afetados pela acdo fotossensibilizadora do
bioinseticida. Os valores obtidos de CLsp e CEO para os organismos testados
indicam a necessidade de testes mais abrangentes, mesmo que apenas 2 mg/L do
produto seja suficiente para eliminar larvas de vetores de doencas humanas, D.
similis apresentou valores muito préximos a esta faixa. Estudos com outros
organismos devem ser realizados para que se possa afirmar a utilizagdo segura do
produto em larga escala.

Palavras-chave: Ecotoxicologia Aquatica. Bioinseticida. Organismos Dulcicolas.



ABSTRACT

In 2009, UNIVILLE carried out work in partnership with researchers Dr. Donat Peter
Hader and Dr. Gilmar Sidnei Erzinger by filing with the National Institute of Industrial
Property (INPI) of the patent registration of Bioinseticide Biodegradable Nontoxic
UNIVILLE (BBN-UNIVILLE). This new product, as with national and international
patent, has the property to eliminate vectors of human disease and animals in
aguatic environments and has the photodynamic activity as the active ingredient. It
features easy and inexpensive method of extraction and can be applied on a large
scale. The absorption maximum of most photosensitizers is located in the UV and
visible range, so that solar radiation - that is abundant in tropical and subtropical
countries such as Brazil - can be used as a natural agent to activate the substances
after they have been applied to environments. Every year, thousands of people die
from the effects of human parasitic diseases (eg malaria), which are often fought with
the use of toxic insecticides (eg DDT). The insecticides have already proven effective
in eliminating disease vectors. The toxicology is related to the toxic effects of
chemical substances, which can be measured by testing acute and chronic. The aim
of this study was to determine the LCs, (for acute effect) and CEO (for chronic effect)
of the insecticide UNIVILLE on freshwater aquatic organisms in order to use this
substance on a large scale at low concentrations to replace toxic insecticides in the
elimination of vectors , creating a biodegradable non-toxic insecticide. The
methodology for production and conservation of BBN-UNIVILLE following confidential
under the rules of the INPI. Were used in this study, fish larvae (Cyprinus sp. and
Astyanax bimaculatus) with acute toxicity tests and micro-organisms (Daphnia similis
and Euglena gracilis) with acute and chronic tests. For fish larvae, we used a
methodology consisting of six microcosms mixed lamps 250 Wats, producing
approximately 300 W/m? and plastic pots containing 1 liter of water with 10
specimens of the species tested. The organisms were incubated in the dark for 3
hours after the addition of the insecticide and then remained the same period in
microcosms exposed to simulated sunlight. To D. similis used the ABNT-NBR 12713
for acute toxicity tests with microcrustaceans and methodology adapted to the
chronic, and for acute and chronic E. gracilis, used the tool in real time biomonitoring
NGTOX. The dead specimens were considered affected by the photosensitizing
action of the insecticide. The values of LCsy and CEO for the organisms tested
indicate the need for more comprehensive tests, even if only 2 mg/L of the product is
enough to eliminate the larvae of vectors of human diseases, D. similis showed
values very close to this range. Studies with other bodies should be made so that it
can be said the safe use of product on a large scale.

Keywords: Aquatic Ecotoxicology. Bioinseticide. Freshwater Organisms.
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1 INTRODUCAO

O dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) € o mais conhecido dentre os inseticidas
do grupo dos organoclorados (D’AMATO et al., 2002). Walser (2008) faz adverténcia
sobre o perigo do produto, que foi desenvolvido em 1939 durante a Segunda Guerra
Mundial e rendeu o Prémio Nobel de Medicina, em 1948, ao suico Paul Hermann
Muller.

No inicio dos anos de 1970, o DDT foi proibido na maioria dos paises
industrializados. Em 2001, 122 paises assinaram a Convencao de Estocolmo sobre
poluentes organicos persistentes (POPs). A convencdo, no entanto, abre uma
excecdo: o uso do DDT para combater o mosquito da maléaria é permitido, desde que
nao existam alternativas mais baratas e inofensivas. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) é uma defensora do uso do DDT e argumenta que o pesticida pode
salvar vidas (WALSER, 2008).

A biota aquatica é um reservatério de DDT, apresentando as maiores
concentragbes nos organismos de nivel tréfico mais elevado, comprovando o
processo de biomagnificacdo através da cadeia alimentar. Existem peixes que nao
estdo em niveis troficos superiores, mas que poderdo atingir altos niveis de
contaminacgdo, ao absorverem nutrientes que possuirem grande carga de poluentes,
por estes se associarem aos sedimentos do fundo (D’AMATO et al., 2002).

De acordo com Walser (2008), os adversarios do DDT propagam uma
estratégia integrada: combate bioldgico as larvas, mosquiteiros impregnados e
aspersao do ambiente, mas ndo com um inseticida toxico, e sim com o inofensivo
piretréide, que segundo Sant'anna et al. (2002), € um composto quimico que

apresenta eficacia comprovada no tratamento e controle de ectoparasitas.
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Dentre as recomendacdes da Stockholm Convention on Persistent Organic
Pollutans (2008), est4 a implementacao de alternativas imediatas para o controle de
vetores, principalmente da malaria, que eliminem o uso de DDT. A biotecnologia
esta constantemente em avanco, e a Convencao recomenda ainda que € necessario
um maior suporte financeiro para inovar tecnologias para este tipo de pesquisa.

A biotecnologia trata de um conjunto de tecnologias que utilizam sistemas
bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados para a producao ou modificacdo de
produtos e processos para uso especifico, bem como para gerar novos servicos de
alto impacto em diversos segmentos industriais (BRASIL, 2007).

Atualmente, novos produtos biotecnolégicos, menos agressivos ao meio
ambiente e aos ecossistemas, vém sendo utilizados para eliminar pragas
domésticas (por exemplo, borrachudo) e agricolas. S&o os chamados bioinseticidas,
produtos produzidos a partir de matérias-primas naturais, utilizadas para controle
biolégico. Wandscheer (2010), cita que a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) desenvolveu um produto chamado Bti a partir de uma
bactéria especifica (Bacillus thuringiensis var. israelensis) para controlar
borrachudos (insetos), que se mostra eficaz e ndo prejudica a saide humana e o
meio ambiente.

Frente a esta nova ideia, a UNIVILLE em parceria com Dr. Donat Peter Hader
e Dr. Gilmar Sidnei Erzinger, desenvolveu um novo produto denominado
Bioinseticida Biodegradavel Atoxico (BBA-UNIVILLE), que esta sob registro junto ao
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). O produto é capaz de eliminar
diversos vetores de parasitas que possuem alguma fase de vida em ambientes
aquaticos (ERZINGER; HADER, 2009 e 2010; WOHLLEBE et al., 2009 e 2011). O

mecanismo de atividade é baseado na liberagéo de oxigénio singlete (*O,), através
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da interacdo com a luz de modo a gerar um estimulo genético que resultara na
ativacdo da cascata de caspases (SETUBAL, 2007). S&o proteinas sinalizadoras
gue resultardo na inducdo de apoptose por parte dos parasitas, acarretando em sua
morte.

Certo numero de parasitas humanos vive em ecossistemas aquaticos, pelo
menos por algum tempo do seu ciclo de desenvolvimento. Doencas parasitarias
como a malaria (vetor Anopheles sp.), a dengue (vetor Aedes aegypt)) e a
esquistossomose (vetor Schistosoma sp.) sdo um flagelo para milh6es de pessoas
em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. A Organizacdo Mundial da
Saude alerta para 300 milhdes de casos de malaria ocorrendo no mundo
anualmente e cerca de 1 milhdo de pessoas morrendo a cada ano com
esquistossomose (CAMARA et al., 2007).

No tocante a dengue, um problema sério e muito difundido em saude publica
no Brasil, o Ministério da Saude (2010) e sua Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS), denomina de semana epidemiolégica as primeiras semanas do ano,
ocorrendo no verao, sendo essas as de maior ocorréncia da doenga, independente
da regido ou classe social. Somente nas nove primeiras semanas do ano de 2010, a
SVS notificou 227.109 casos de dengue, sendo a regido centro-oeste (47,9%) e o
estado do Acre (1.732,4 casos por 100 mil habitantes) com maior numero de
registros. Muitas campanhas sao realizadas em estados onde j& foram registrados
focos da doenca, contudo a dengue deve ser prevenida de acordo com as
recomendacdes da SVS.

Testes bioldgicos sdo importantes para o bom desenvolvimento de programas
voltados ao controle de vetores de doencgas. Rezende et al. (2004, p.186) destaca

que esses testes devem “oferecer condi¢cdes de medicédo do indice de mortalidade
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dos mosquitos, estimar o alcance da operacdo e otimizar os tratamentos com
inseticidas, visando minimizar os efeitos toOxicos nos organismos néo-alvo”.

A toxicologia aquética, como descrevem Magalhdes e Ferrdo Filho (2008,
p.355), “é uma ciéncia que surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas
de contaminagcdo dos corpos d’agua por compostos tdxicos”. A toxicidade de
agentes quimicos no meio hidrico € avaliada por meio de testes toxicologicos
utilizando organismos representativos da coluna d’agua ou do sedimento, seja de
agua doce, salobra ou marinha. O conhecimento da toxicidade desses compostos
toxicos a diferentes organismos aquaticos possibilita avaliar o impacto momentaneo
gue esses poluentes causam a biota aquatica (ZAGATTO, 2008).

Segundo Magalhdes e Ferrdo Filho (2008), a toxicologia € uma ferramenta
gue pode ser utilizada antes ou apdés um evento de contaminacao ter ocorrido, e
Azevedo e Chasin (2003) complementam que tal ciéncia deve ser utilizada para
predizer a ecotoxicidade de novos compostos quimicos, evitando assim a
contaminagao ambiental, onde se estabelece o foco do presente trabalho.

Na década de 1940, varios testes de toxicidade utilizando peixes foram
recomendados, por apresentarem maior resisténcia aos agentes quimicos, serem
representativos do ambiente aquatico e possuirem importancia econdmica (RAND,
1995). A aplicacdo dos testes de toxicidade na analise ambiental é bastante
abrangente e sua importancia aumenta na proporcdo que cresce a complexidade
das transformacfes quimicas no meio ambiente, pois somente 0s sistemas
bioldgicos podem detectar os efeitos toxicos das substancias (MAGALHAES:;
FERRAO FILHO, 2008).

A fim de eliminar o uso e a produc¢éo de substancias toxicas, como DDTSs, que

segundo a Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutans (2008) ocorrera
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até 2020, no combate contra vetores de doencas, torna-se necessario a descoberta
de novas substancias alternativas nao toxicas que podem ser aplicadas no ambiente
sem prejudicar outras formas de vida, até mesmo a humana.

Desta pesquisa partira o incentivo para a descoberta de novas substancias
nao toéxicas que substituirA o uso de inseticidas toxicos. Espera-se que o
bioinseticida ndo seja toxico para a fauna aquatica testada, podendo entdo expandir
o tratamento fotodinamico na eliminagcéo de parasitas humanos, testando-o no meio
ambiente em grande escala, e esclarecendo aos paises que ainda fabricam e fazem

uso de inseticidas téxicos, assim como a populacao que € afetada por este fator.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O estudo tem como principal objetivo a verificagdo do efeito toxicoldgico do
Bioinseticida Biodegradavel Atéxico da UNIVILLE (BBA-UNIVILLE) no tratamento

fotodindmico em organismos aquaticos dulcicolas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) determinar a concentracdo do bioinseticida que podera causar algum efeito
Nnos organismos aquaticos testados;
b) avaliar o tempo de exposicdo que 0s organismos poderdao suportar a uma

determinada concentragao.
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3 REVISAO

3.1 INSETICIDA

Inseticida é uma classe de produtos toxicos largamente utilizados em muitos
paises no combate contra insetos, tanto na agricultura (pesticida, fungicida,
bactericida e herbicida) quanto no ambiente doméstico, apesar da resisténcia a este
produto ter sido documentada em mais de 100 espécies de mosquitos (DIEL et al.,
2003). Os mesmos autores fizeram um estudo sobre o uso de inseticidas
domésticos, e revelaram um maior indice de uso dos produtos com um grupo
qguimico chamado piretréide, um composto inofensivo a sautde humana, mas que de
acordo com Rey (1991), quando da aplicacdo domiciliar deste composto, a duragéo
do efeito é de trés meses, sendo menor quando comparado ao uso de outros
inseticidas.

Com componentes toxicos, os pesticidas podem acarretar uma série de
contaminagcdes, que ocorrem tanto pontualmente como nas éareas adjacentes,
podendo atingir até mesmo locais mais distantes do ponto de aplicacao.
Dependendo de suas caracteristicas, 0s pesticidas podem permanecer em
diferentes compartimentos ambientais, tais como atmosfera, solo, agua de superficie
e subterrdnea, sendo o0s recursos hidricos (rios e lagos) os mais afetados
(CABRERA et al., 2008). Segundo Caldas e Souza (2000), o Brasil € o quarto maior
mercado de pesticidas no mundo e o oitavo em uso por area cultivada. Isso significa
que o brasileiro se alimenta de produtos cultivados com altos indices de
contaminacgao, podendo causar efeitos cronicos adversos, inclusive induzir o cancer.

Implantado em 2003 pela Associacdo Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o
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Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) visa
implantar acdes de controle e avaliacdo da qualidade dos alimentos em relacdo aos

residuos de agrotéxicos (ANVISA, 2010).

3.1.1 Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT)

Dentre os inseticidas, destaca-se o DDT que D’Amato et al. (2002) definem
como um composto organoclorado, altamente toxico para 0 meio ambiente e para a
saude humana, com alta lipossolubilidade (solubilidade em gordura), baixa
hidrossolubilidade (solubilidade em &gua), e segundo Guimardes et al. (2007),
possui alta persisténcia e lenta degradacdo nos locais onde se acumula. Este
inseticida possui dois principais metabdlitos, o dicloro-difenil-dicloroetileno (DDE) e o
dicloro-difenil-dicloroetano (DDD) que também possuem niveis de toxicidade
elevados, podendo ser o DDE — mais resistente a degradagado e mais persistente em
organismos vivos — um indicador de exposicao dos seres vivos (por exemplo, peixes)
ao DDT (D’AMATO et al., 2002).

O DDT é produzido atualmente por trés paises: india, China e Coréia, sendo
que a india é a principal produtora e faz utilizagcdo assidua do produto. A producio
global do inseticida para controle de vetores de doencas parasitarias humanas (por
exemplo, malaria) foi estimada em 4550 toneladas em 2003, e s6 na india em 2007
foram produzidas 6344 toneladas. Estima-se que 5 mil toneladas de DDT foram
usados em 2005 para controlar vetores de doencas. Anualmente, sdo usadas entre
4 mil e 5 mil toneladas de DDT e muitos dos paises que ainda usam DDT (Africa do
Sul, Malasia, Zambia, Zimbabwe), possuem legislacdo inadequada ou falta de

capacidade para implementar regulamentos de uso do produto. Alguns paises ainda
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possuem estoque de DDT (Angola, Equador, Senegal), mas somente para 0 uso em
uma eventual epidemia de malaria (STOCKHOLM CONVENTION ON PERSISTENT
ORGANIC POLLUTANTS, 2008). Historicamente, a América do Sul é o continente
gue houve o mais pesado uso de DDT (D’AMATO et al., 2002).

No Brasil, 0 uso do inseticida em saude publica esta sob responsabilidade da
Fundacao Nacional de Saude (FUNASA), em seu Programa Nacional de Controle de
Vetores. A Ultima aplicacdo do DDT feita pela FUNASA foi em 1990, para controle
da Leishmaniose (CALDAS; SOUZA, 2000). Porém, a demanda por pesticidas vem
se acentuando a cada ano na indastria agricola, sendo o Brasil um dos maiores
consumidores mundiais de pesticidas. O estado do Rio Grande do Sul em 2006 foi
responsavel por 10,4% do consumo nacional de pesticidas, devido a intensa
atividade agricola, com destaque para o cultivo de arroz irrigado (CABRERA et al.,

2008).

3.1.2 Mecanismos de Contaminac¢ao do DDT

Com relagao a contaminagao, D’Amato et al. (2002) destacam que o DDT e
seus metabdlitos sdo rapidamente absorvidos pelos organismos, e as taxas de
acumulacao variam de acordo com a concentracdo (nivel perigoso considerado pela
United States Food and Drug Administration — é de 2000 ng/g), com as condi¢cfes
ambientais (por exemplo, temperatura) e com o tempo de exposicao.

O referente inseticida € pouco absorvido pela pele humana, mas o homem
pode ser contaminado por inalacédo (via respiratoria) ou ingestao (via digestiva) de
alimentos contaminados, atuando principalmente no sistema nervoso central.

Estima-se que cerca de 90% do DDT retido nos humanos €& proveniente da
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alimentacdo. Dentre as varias complicacbes que a inalagdo do DDT pode causar,
identificam-se: alteracbes de comportamento, convulsGes, broncopneumonia,
paralisia e até morte (dependendo da dose e do tempo de exposicdo). Destacam-se
também efeitos hormonais, como inibicio e até mimetizacdo de hormdénios
importantes aos humanos (por exemplo, estrogénio). A eliminacdo do produto se da
pela urina e pelo leite materno, colocando bebés lactentes em elevada exposicao.
Méaes que se alimentam de peixes contaminados com DDT também colocam em
risco a saude dos filhos que ainda amamentam (D’AMATO et al., 2002). Pardi et al.
(1993) citam que a proibicdo da fabricacdo e comercializacdo do produto se deu pela
sua ocorréncia em niveis toxicos no leite e na carne.

Ja os animais acumulam estes compostos pelos alimentos ou pelo meio
circundante, sendo que a absor¢cdo no meio aquatico é mais rapida do que no meio
terrestre (D’AMATO et al., 2002). A bioconcentragdo (concentracdo do composto é
maior no organismo do que no meio abidtico (BURATINI; BRANDELLI, 2008)) de
organoclorados € maior em peixes do que nos invertebrados. J& a bioacumulagéo
(absorcdo do composto pelo organismo do meio abiético ou bidtico (BURATINI,
BRANDELLI, 2008)) de DDT nos peixes provém dos organismos que eles
consomem, acumulando-se no tecido adiposo. A biomagnificacdo (concentracao do
composto aumenta ao longo da cadeia alimentar (BURATINI; BRANDELLI, 2008))
possui grande influéncia sobre a posicdo que o animal ocupa na cadeia alimentar,
guanto mais no topo da cadeia maior a contaminacao, variando de acordo com o
héabito alimentar (D’AMATO et al., 2002).

Em regibes tropicais, a remoc¢ao de organoclorados do ambiente pode ser
influenciada favoravelmente pela radiacdo solar e altas temperaturas, gerando

volatilizacdo e degradacdo, semelhante ao comportamento destes compostos em
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regides temperadas, sendo que a sua degradacdo € menor nas regifes polares,
onde a bioacumulacdo e biomagnificacdo continuam ocorrendo, possivelmente,
através da via atmosférica, uma importante rota de absor¢do dos organoclorados.
Em ambientes aquaticos eutrofizados (grande concentracdo de biomassa e matéria
organica (TUNDISI; TUNDISI, 2008)) a diluicho dos organoclorados é maior, ja que
sdo compostos bioacumulativos (D’AMATO et al., 2002), ocorrendo um aumento da
toxicidade nestes ambientes (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Apesar da proibicdo do uso do DDT, muitos paises continuam utilizando, e
outros ainda prevéem a reintroducdo do produto somente como estratégia de
controle no vetor da maléaria. Ross (2005) aponta a relacdo entre o custo/beneficio,
0s riscos e efeitos positivos desta proposta. O mesmo autor ressalta que em locais
onde ndo ha alternativas no controle de vetores, faz-se necessario um maior
investimento em pesquisas que resultem em vacinas ou outros inseticidas contra a
malaria.

Alguns métodos alternativos ao DDT sé&o avaliaveis. A Stockholm Convention
on Persistent Organic Pollutans (2008), aponta 17 métodos alternativos, dentre eles
5 sd@o quimicos e 12 sdo nao quimicos. Em geral, os métodos quimicos apresentam
resisténcia e toxicidade, como por exemplo, os larvicidas quimicos. Enquanto que a
maioria dos métodos ndo quimicos ndo oferece riscos e elimina os vetores em
estagio larval, como reducdo da fonte, manipulacdo do habitat ou design das
estruturas de irrigacdo, no caso do setor agricola.

Durante muitos anos, a utilizacdo do DDT esteve, e ainda se encontra,
voltada no combate contra vetores de doencas. No entanto, destaca Silva (1999)
gue o uso indiscriminado e pouco criterioso deste produto trouxe e continua trazendo

problemas muito sérios para o ambiente e para a saude humana.
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3.2 CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS

O controle biolégico existe na natureza, reduzindo naturalmente a populacéo
de mosquitos através da predacdo, do parasitismo, da competicdo e de agentes
patdgenos que produzem enfermidades e toxinas. Pesquisas estdo sendo realizadas
no sentido de utilizar o controle biologico, que teria a grande vantagem de minimizar
os danos ambientais que os inseticidas comuns podem causar (FUNASA, 2001).

Ressaltam Alles et al. (2009/2010) que ha uma grande dificuldade no controle
populacional de mosquitos vetores, devido as suas caracteristicas bioldégicas como
curto ciclo de vida, alta capacidade reprodutiva e de adaptacdo ao ambiente. O
controle, através do uso de inseticidas quimicos tem apresentado problemas devido
ao seu modo de acdo nado especifico, além da possibilidade de rapida selecdo de
resisténcia fisioldgica, genética e evolutiva de insetos a estes compostos. Por estas
razdes, a procura por agentes mais seletivos aumentou e, com isso, a adocao de

métodos de controle biolégico cresceu.

3.2.1 Bioinseticida

As toxinas bacterianas com atividade inseticida foram casualmente
descobertas no século XIX (COSTA et al., 2009/2010), levando o homem a
pesquisar profundamente as bactérias frente ao crescente interesse pela utilizagao
de bioinseticidas no controle de insetos prejudiciais (AZAMBUJA et al., 2009/2010).

O género Bacillus € uma bactéria encontrada em substratos variaveis devido
ao complexo enzimatico produzido pelas células (COSTA et al., 2009/2010). Os

mesmos autores descrevem 6 espécies que diferem por caracteristicas
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entomopatogénicas (formacdo de endosporos e producdo de toxinas). Dentre as
espécies promissoras, Bacillus thuringiensis (Bt) oferece as melhores alternativas
como bioinseticida, mostrando-se um bom candidato a obtencédo de formulacbes
comerciais, bem como a engenharia genética de plantas, sendo considerado o
micro-organismo mais utilizado em controle biolégico a nivel mundial. As
formulacbes podem ser especificas para controlar mosquitos transmissores, e
portanto, segundo Andrade et al. (2007) é inofensiva a salude humana e ao meio
ambiente, podendo ser utilizada em locais que acumulam agua, como plantas, lagos
e caixas d’agua, entre outros.

Bacillus thuringiensis € encontrada em todos os tipos de solos, ambientes
aguaticos e em todas as regibes do mundo. Nao possui um habitat natural bem
definido, sendo saprofitica, sem exigéncias nutricionais restritas podendo se adaptar
a condicbes ambientais adversas (AZAMBUJA et al., 2009/2010).

Pinto et al. (2009/2010), descrevem a toxicidade de Bt como a sintese de
proteinas que atuam diretamente no intestino das larvas dos insetos, organismos
alvo das formulacdes com tal bactéria. Denominadas proteinas Cry, podem ter seu
efeito alterado pela radiacdo solar, temperatura e pH. Contudo, Lucho et al.
(2009/2010), citam alguns estudos feitos com organismos n&o-alvo do bioinseticida,
como aves e mamiferos. O levantamento feito pelos autores, inclusive ingestdo por
humanos, indica que as formulacbes com Bt ndo produzem efeito significativo e
destacam ainda, que para chegarem ao mercado, os bioinseticidas devem passar
por diferentes analises para confirmar a nao toxicidade em organismos né&o-alvo,

revelando o principio da presente pesquisa.
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3.2.2 Bioinseticida Biodegradavel Atoxico da UNIVILLE

O primeiro estudo visando usar a atividade fotodinAmica com o objetivo de
levar & morte vetores de doencas em ambientes aquéticos foi feito por Wohllebe et
al. (2009). Através do uso de feoforbideo, o estudo revelou que apenas 8,44 ug/mL
eram capazes de eliminar 50% dos mosquitos do género Culex, transmissor da
filariose, em apenas 3 horas de exposicdo a radiacdo solar, ou seja, baixas
concentracfes podem matar larvas de mosquitos em poucas horas de exposicdo a
radiacdo solar. Baseado nos principios da atividade fotodinamica, Erzinger e Hader
(2009 e 2010) em parceria com a UNIVILLE, desenvolveram um novo bioinseticida.

O Bioinseticida Biodegradavel Atéxico da UNIVILLE, denominado BBA-
UNIVILLE (ERZINGER; HADER, 2009 e 2010), teve seu registro de patente nacional
protocolado junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), sob o ne.
P10922458-0, e em patente internacional junto ao World Intellectual Property
Organization (WIPQO), Estados Unidos, sob o n2. WO/2011/075805. Este novo
produto tem a propriedade de eliminar vetores de doencas humanas e de animais
em ambientes aquaticos e possui como principio ativo a atividade fotodinamica. O
mecanismo de acdo deste novo bioinseticida é o processo de apoptose, que é
induzido pela formacdo de oxigénio singlete, o qual desencadeia a ativacdo do
sistema de caspases ao ser absorvido e em presenca de luz, causando a morte do
vetor das doencas em fase aquatica. Wohllebe et al. (2011), confirmaram tal
mecanismo através de alguns derivados de clorofila sobre o controle de larvas de
mosquitos em estudos realizados junto a Charité - Universitatsmedizin Berlin,
Campus Benjamin Franklin, Alemanha, no Instituto de Farmacologia Clinica e

Toxicologia.
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Erzinger e Hader (2009 e 2010), testaram a eficiéncia do BBA-UNIVILLE em
diferentes familias de mosquitos. Para a familia Chaoboridae, género Chaoborus, a
concentragéo letal (CLsp) foi de 22,25 pg/mL. Para os em mosquitos da familia
Culicidae, género Culex sp. ficou demonstrado que a CLsg foi de 6,88 pg/mL, sendo
que para o género Aedes a CLsg foi de 2,34 pg/mL.

O BBA-UNIVILLE foi 18% mais eficiente para a familia Chaoboridae quando
da comparacdo com o feoforbideo descrito por Wohllebe et al. (2009), revelando
outro fato importante por parte deste novo produto, que é a sua seletividade
especifica para as diferentes familias de mosquito em funcéo da concentracédo a ser

usada, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Seletividade relativa do Bioinseticida Biodegradavel Atéxico da UNIVILLE
baseada na CLs, de diferentes espécies de mosquitos.

L . . CLsp in pg/mL na Grau de Diferenca de
Séries Experimentais SO ~
presencade luz eficiéncia concentragdo
Culexsp.3h 6,88 3,23 69,08
Aedessp.3h 2,34 9,51 89,48
*Chaoborus sp. 3 h 22,25 1,00 0,00

*mosquito tido como referéncia.
Fonte: Erzinger e Hader (2009 e 2010).

3.2.3 Outros Métodos de Controle de Pragas

Préticas para controle de insetos sdo muito antigas, pois segundo Braga e
Valle (2007), os chineses utilizavam o controle biolégico ha mais de 2000 anos
direcionado ao enfrentamento de pragas agricolas.

Atualmente sdo utilizados alguns inseticidas quimicos, como cita Braga e
Valle (2007): organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides, alguns

deles ja citados neste trabalho, sendo que alguns destes compostos estdo presentes
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nos repelentes comerciais. Conforme 0os mesmos autores, o uso continuado de
inseticidas, tanto na agricultura e pecuaria como na area da saude publica, tem
provocado o aparecimento de populacdes resistentes e ocasionado problemas para
o controle de vetores.

Para tentar solucionar este problema de selecdo de resisténcia, além das
telas que protegem janelas e portas contra entrada de mosquitos, existe outro
método artesanal para identificar e eliminar os vetores urbanos. Como reporta
Zepeda (2008), o pesquisador Maulori Cabral da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), em parceria com a Fundacédo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), inventaram
a mosquitérica (Fig. 1A), feita de material plastico (garrafa PET), facil e econémico,
gue identifica os focos de mosquitos e os retém, além de contribuir para a
reciclagem, retirando as garrafas PET do meio ambiente. Qualquer cidaddo pode
fazer e colocar em qualquer lugar da casa, desde que seja na sombra. O
equipamento puramente artesanal funciona atraindo o mosquito com graos em seu
interior. O inseto deposita seus ovos perto da agua, as larvas nascem, passam pela
tela para alcancar o alimento, crescem e ndo conseguem voltar pela tela, ficando
presas dentro da garrafa e morrem. O equipamento foi criado para tentar eliminar o
mosquito transmissor da dengue (Aedes aegypti), porém, qualquer outra larva que
necessite das mesmas condi¢cées que o antes citado, podera cair nessa armadilha
caseira.

A Diretoria de Vigilancia Epidemiolégica (DIVE, 2007) de Santa Catarina
elaborou um Manual de Orienta¢gGes Técnicas para Pessoal de Campo para controle
do mosquito da dengue. Como ferramenta, os agentes de vigilancia coletam
semanalmente exemplares de mosquitos de uma larvitrampa (Fig. 1B) feita com

pneu de moto que deve ser instalada onde ndo existam outras opcbes para a
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postura da fémea do Aedes aegypti. A finalidade da armadilha é detectar
precocemente as infestacdes importadas. E um material de baixo custo que, além de

identificar os focos do mosquito, auxiliam na eliminacdo do mesmo.

Fontes: http://www.faperj.br/boletim_interna.phtml?obj_id=4424 e DIVE (2007).
Figura 1 — Mosquitérica artesanal de garrafa PET (A) e larvitrampa (B).

3.3 DOENCAS PARASITARIAS HUMANAS

Parasitismo € uma relacdo interespecifica (simbiose) negativa, em que
individuos de uma espécie utilizam o corpo de outra espécie retirando o alimento
dessa. Os individuos que se instalam no outro sdo os parasitas e 0s que abrigam
sdo os hospedeiros (REY, 1991). Conforme o mesmo autor, 0s parasitas sdo
patogénicos, ou seja, causam doencas graves nos seres humanos.

As doengas associadas com a agua sao classificadas em quatro categorias
(TUNDISI; TUNDISI, 2008):

a) doencas de organismos que se desenvolvem na agua, tendo origem na

mesma (ex: colera);

b) doencas de aguas contaminadas (ex: leishmaniose);
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c) doencas causadas por vetores que se desenvolvem na agua (ex: malaria);

d) doencas dispersadas pela agua (ex: viroses).

A maioria das doencas parasitarias humanas € causada por vetores de
veiculacdo hidrica, ou seja, parasitas que possuem pelo menos uma parte do seu
ciclo de vida na agua, como por exemplo, a malaria, a dengue, a esquistossomose e
a filariose (elefantiase). A transmissdo da doenca segundo Tundisi e Tundisi (2008),
depende do ciclo de vida do vetor e podem ter seus efeitos exacerbados com
alteracdes climaticas e, consequientemente, com mudancas climaticas globais.

Doencas transmitidas por insetos vetores sdo muito dificeis de controlar.
Salzano (2005, p. 67), ressalta que o problema se deve especialmente a “falta de
vacinas efetivas, a irregularidade dos programas de saude publica, ao
desenvolvimento da resisténcia dos vetores aos inseticidas e dos parasitas as
drogas’”. E importante estabelecer novas estratégias de controle, sendo assim, o
mesmo autor cita a producédo de mosquitos transgénicos (introducdo de um gene no
vetor capaz de produzir atividade antimicrobiana) por pesquisadores norte-
americanos. Porém, o custo/beneficio deve ser cuidadosamente bem avaliado antes
de lancar a idéia em saude publica.

Um componente importante, mas frequentemente pouco valorizado no
combate aos vetores é o manejo do ambiente, ndo apenas através daquelas acdes
integradas a pesquisa de focos e tratamento quimico, tal como a eliminacdo e
remogéo de criadouros no ambiente domiciliar, mas também pela coleta do lixo
urbano regular ou através de mutirdes de limpeza, o que, na pratica, tem sido feito

apenas na vigéncia de epidemias (FUNASA, 2001).
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3.3.1 Maléria, um Problema Mundial

A malaria, um tipico exemplo de doenca parasitaria infecciosa, continua
sendo um grande problema de saude publica em diferentes regiées do mundo. As
medidas tradicionais de controle da doenca, consolidadas na campanha mundial de
erradicacdo da mesma, foram bastante efetivas em paises desenvolvidos e nas
areas desenvolvidas dos paises em desenvolvimento (SILVEIRA; REZENDE, 2001).

A transmissdo da doenca ocorre através de mosquitos do género Anopheles
(Fig. 2), insetos vetores que carregam consigo parasitas do género Plasmodium,
sendo o P. falciparum (Fig. 3) causador do nivel mais grave da doenca. O parasita
se aloca na corrente sanguinea durante a infeccdo, causando sintomas variados
como febre, calafrios, cansaco, dores musculares e de cabeca, podendo culminar
em morte quando confundida com uma virose e ndo sendo tratada de maneira
adequada. Ainda ndo existe vacina contra malaria disponivel no mercado, mas ja
existem pesquisas em nivel de laboratério no tocante ao desenvolvimento de vacina

contra a doenca (MARTINS et al., 2008).

Fonte: http://www.gasdetection.com/news2/health_news_digest27.html

Figura 2 — Inseto Anopheles, larva do mosquito (A) e mosquito adulto (B).



Fonte: http://embryology.med.unsw.edu.au/Notes/placenta2.htm
Figura 3 — Parasita Plasmodium falciparum (direito acima) em meio as hemacias de uma
pessoa infectada.
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No Brasil, foram confirmados 306.908 casos de malaria em 2009. A Figura 4

mostra o registro mensal de casos de malaria na Amazoénia, entre janeiro de 2004 e

maio de 2010, sendo o estado do Para com maior registro até abril de 2010, de

51.697 casos da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Fonte: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/avaliacao_malaria_jan_maio_19 07 _2010.pdf

Figura 4 — Registro mensal dos casos de malaria na Amazénia Legal.

Uma nota publicada na revista Planeta (2010), destaca uma pesquisa feita

pela Universidade do Alabama (EUA), onde os pesquisadores analisaram amostras

de fezes de gorilas na Africa concluindo que, os parasitas da malaria que atingem os
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humanos se assemelham muito aos parasitas encontrados nos gorilas ocidentais,
tendo como suposicdo que a malaria veio dos gorilas.

O principal recurso disponivel para interromper a transmissao da malaria
consiste na aplicacdo de inseticidas de acdo residual, com aplicacdo
intradomiciliaria. O éxito desta operacdo esta no fato de agirem no local onde se
dara a transmissao mosquito/ser humano (D’AMATO et al., 2002).

A pulverizacdo interna esta aumentando a intensidade de exposicdo do
produto (DDT) que é altamente tdéxico. Segundo a Stockholm Convention on
Persistent Organic Pollutans (2008), o DDT ainda pode ser necessario para o
controle da malaria em curto periodo, mas a evidéncia com base em algumas das

muitas consequéncias de doencas sérias e crbnicas esta aumentando, e iSso

precisa ser revisto.

3.3.2 A Dengue no Brasil

A dengue é hoje uma das doengas com maior incidéncia no Brasil, atingindo a
populacdo de todos os estados, independentemente da classe social. Nesse
cenario, torna-se imperioso que um conjunto de acdes para a prevencao da doenca
seja intensificado, permitindo assim a identificacdo precoce dos casos de dengue, a
tomada de decisdes e a implementacdo de medidas de maneira oportuna, a fim de
principalmente evitar 6bitos. Para tais medidas, foi implantado em 2002 o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) do Ministério da Saude (BRASIL, 2008).

A transmissdo da doenca ocorre através do mosquito Aedes aegypti (Fig. 5),
uma espécie exotica originaria da Africa e descrita no Egito. E adaptado ao ambiente

urbano utilizando recipientes com agua para o desenvolvimento da fase larval. Esse
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inseto, vetor mais comum no Brasil, transmite aos humanos os arbovirus (arthropod
borne virus), que séo definidos pela OMS como virus mantidos na natureza através
da transmissao biolégica entre hospedeiros vertebrados, principalmente artropodes

(BRAGA,; VALLE, 2007).

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Fonte: http://www.cecom.unicamp.br/dengue/mosquito.html

Figura 5 — Estadios do ciclo de vida do Aedes aegypti (A) e mosquito adulto (B).

A doenca possui trés classificacdes: dengue classica, dengue com
complicacBes e febre hemorragica da dengue. No entanto, o Estudo Controle da
Dengue da OMS mostrou que, usando um menor nimero de testes laboratoriais, é
possivel selecionar os casos que demandam maior atencdo. O Brasil vai adotar a
nova classificacdo, que serdo apenas duas categorias: dengue sem
gravidade/severidade e dengue grave/severa. Os principais € mais comuns sintomas
da doenca séo: febre, dores de cabeca, musculares, nos 0ssos e articulacdes, dor
atras dos olhos, cansaco extremo, dentre outros (COMBATE A DENGUE, 2010).

A Figura 6 exibe o mapeamento feito em Janeiro de 2011 pelo Ministério da
Saude sobre a dispersdo da doencga nos estados brasileiros no decorrer do ano de
2010, sendo Amazonas, Acre, Mato Grosso, Goids e Espirito Santo os que

apresentam aumento no niumero de casos da doenca (OLIVEIRA, 2011).
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Regido Sudeste 16006 20520

B Regido Sul 1572 1.915
TOTAL 51.873 108.540

Fonte: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Figura 6 — Comparacao entre os casos notificados de dengue em 2009 e 2010 no Brasil,
destacando o exemplo alarmante do estado de Goias.

Amarilia (2011) afirma em sua reportagem que vacinas contra 0s quatro tipos
virais da dengue ja estdo sendo testadas em criancas e adolescentes de varios
estados brasileiros.

Além da vacina, entidades internacionais (Oxitec — empresa de biotecnologia
britAnica) e algumas universidades brasileiras (Universidade Federal do Ceard —
UFC e Universidade de Sdo Paulo — USP) estdo modificando geneticamente os
mosquitos machos, reduzindo a fertilidade do inseto (PLANETA, 2011). O Ministério
da Saude publicou em 2011 um manual técnico tratando sobre o diagndstico e o
manejo clinico da dengue voltado para criancas, e publica anualmente dados
epidemioldgicos da doenca, principalmente das semanas epidemioldgicas.

Torna-se cada vez mais necessario tomar medidas preventivas no caso da
dengue. Em artigo jornalistico de Oliveira (2008), o autor destaca a cidade de

Joinville (SC) como exemplo no controle da dengue. Porém, em outra reportagem do
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Jornal A Noticia (2011), ressalta que Joinville é a Unica cidade do estado de Santa
Catarina que vai receber recursos do Ministério da Saude para combater a doenca.
Em trés anos a cidade passou de exemplo no controle a cidade alvo de controle pelo
Ministério da Saude. Isso denota uma questdo cultural e comportamental, onde os
cidaddos ndo se engajam com devida responsabilidade de prevenir corretamente,
lotando o0s hospitais publicos. Diversas campanhas estdo sendo divulgadas por
artistas e programas de televisdo, reforcando que prevenir ainda € o melhor

remédio.

3.4 TOXICOLOGIA

3.4.1 Historico e Conceito

O avanco tecnoldgico tem permitido cada vez maiores conquistas para 0 meio
ambiente, o ser humano e a sua saude.

Com o0 objetivo de estabelecer a relacdo causa/efeito de substancias
qguimicas, foram implementados na década de 1930, testes de toxicidade aguda com
organismos aquaticos (RAND, 1995). J4 na década de 1960, foram desenvolvidas
pesquisas com énfase na escolha de organismos sensiveis e representativos do
ambiente aquatico. Na década de 1970, houve grande desenvolvimento de sistemas
sofisticados para conducéo de testes utilizando ovos e larvas de peixes, para
avaliacdo de toxicidade aguda e crbnica de substancias quimicas em diferentes
fases do desenvolvimento dos organismos. E assim ocorreram sucessivos

progressos ao longo das décadas, como na de 1980, onde se aprimorou as relacdes
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custo/beneficio e a intensificacdo e especificidade das pesquisas na década de 1990
(ZAGATTO, 2008).

No Brasil, um programa internacional de padronizacao de testes de toxicidade
aguda com peixes, foi desenvolvido em 1975 pelo Comité Técnico de Qualidade das
Aguas TC 147 da International Organization for Standardization (ISO). Entretanto,
realizou-se em 1971, por ROCHA et al, (apud ZAGATTO, 2008) um trabalho pioneiro
utilizando a tilapia (peixe nativo da Africa) em testes de toxicidade para determinar o
limite de tolerancia médio, ou seja, a concentracdo da substancia que causa 50% de
letalidade aos peixes (CLsp).

Ao aumento populacional demografico, da capacidade tecnolégica e do
interesse do homem pelas questdes ambientais, tém aumentado significativamente o
monitoramento ambiental com pesquisas voltadas para avaliacdo de contaminacao
de efluentes por metais pesados e substancias organicas dos mais variados ramos
industriais. Atualmente, diversos segmentos como entidades ambientais, institutos
de pesquisa, industrias, laboratérios e universidades brasileiras vém desenvolvendo
e intensificando pesquisas toxicologicas para diversas finalidades.

Zagatto (2008), define Toxicologia como a ciéncia que estuda os efeitos
adversos de determinada substédncia em um dado organismo, evidenciando o
mecanismo de acio toxica da mesma. E uma ciéncia com objetivo proprio, com
finalidade e com método especifico (AZEVEDO; CHASIN, 2003) que também
permite prever impactos futuros, quando da comercializacdo de produtos quimicos
(ZAGATTO, 2008).

O fenbmeno da intoxicacdo é caracterizado por Azevedo e Chasin (2003)
como:

Conjunto de sintomas que demonstra o desequilibrio orgéanico
promovido pela acdo de uma substéncia téxica. E um estado
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patolégico do organismo diante da presenca de dada concentragao
de agente téxico. Denota que a defesa ou a barreira homeostética do
organismo foi rompida, com evidéncia de nocividade e prejuizo para
a sua fisioeconomia normal. O organismo em foco pode ser o ser
humano ou qualquer outro animal ou vegetal.

3.4.2 Testes Toxicoldgicos

Ensaios toxicoldégicos com organismos representativos do ambiente servem
para avaliar a toxicidade de agentes quimicos no meio hidrico, utilizados para varios
fins, destacando a avaliacdo da toxicidade relativa de diferentes substancias e a
sensibilidade relativa dos organismos aquaticos. Buikema e Voshell (1993) citam
que o primeiro teste de toxicidade que se tem noticia foi realizado em 1816 com
insetos aquaticos, jA Aragdo e Araujo (2008) reconhecem que foi na década de
1920, os primeiros relatos da utilizacdo de ensaios de toxicidade com organismos
aquéaticos, sendo o0s peixes 0s primeiros organismos a serem utilizados.

Rand e Petrocelli (1985) elencam as principais caracteristicas de um ensaio
de toxicidade, sendo elas:

a) apresentar boa repetibilidade e reprodutibilidade;

b) a espécie utilizada deve ser sensivel e ecologicamente representativa do

ambiente;

c) o teste deve ser realistico, facil e de baixo custo;

d) os resultados devem ser quantificaveis por analise estatistica.

Os ensaios podem ser realizados no campo ou em condi¢des controladas de
laboratorio. Os desenvolvidos em laboratério exigem maior controle frente as
condi¢cdes abidticas que devem ser especificas como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, fotoperiodo, tempo de exposicdo a substancia-teste, entre outras. Os

organismos-teste sdo expostos a varias concentracdes da amostra a ser testada por
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determinado periodo de tempo, sempre tendo um controle como forma de avaliar a
viabilidade dos organismos expostos. Apds o teste, verifica(m)-se o(s) efeito(s) da
amostra sobre alguns parametros biolégicos, como imobilidade para invertebrados e
mortalidade para peixes (ARAGAQO; ARAUJO, 2008).

Ainda dentro das condicdbes que podem ser realizados o0s ensaios
toxicoldgicos, esses podem avaliar somente uma ou varias espeécies (teste
multiespécies), onde em um estudo feito por Sloof et al. (1986), mostrou que 0s
testes multiespécies ndo possuem resultados muito diferentes daqueles testes com
uma unica espécie. Em contrapartida, Mount (1985), menciona que o0s testes
multiespécies sdo mais Uteis para assegurar a protecao de ecossistemas, enquanto
gue o outro possui maior utilidade para manejo de lagos e rios.

Atualmente, aponta Castro (2008), que varios ensaios de toxicidade estédo
bem estabelecidos, sendo alguns padronizados nacional e internacionalmente por
associacbes ou organizacdes de normalizacdo como: Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), Association Francaise de Normalisation (AFNOR),
American Society for Testing and Materials (ASTM), Deutsches Institute fir Normung
(DIN), International Organization for Standardization (ISO) e Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD).

Outro método além dos convencionais (agudo e cronico) € o
biomonitoramento automatico em tempo real, onde ocorre uma rapida avaliacdo de
respostas comportamentais dos organismos e uma o6tima relacdo custo/beneficio.
Nesses experimentos, sdo utilizados organismos sentinelas ou biosensores que
possuem a funcédo de detectar mudancas na toxicidade em curto prazo. Diversos
grupos de organismos tém sido utilizados: algas (desenvolvido o Algae Toximeter

pela empresa alemd BBE Moldaenke, que mede a atividade fotossintética da alga),
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cladoceros (comportamento de natacdo € observado por sistema de cameras de
video), bivalves (parametro biolégico — abertura e fechamento das conchas — é
monitorado por sensores eletromagnéticos de alta frequéncia), peixes
(monitoramento dos parametros comportamentais — velocidade média, movimento
opercular, numero de giros — atravées de cameras ou por eletrodos) e
microorganismos (sistema ECOTOX desenvolvido por Hader e Lebert (1985))
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Os ensaios de toxicidade podem ser agudos ou crénicos. Rand (1995), define
como teste agudo o que determina a concentracdo da substancia que produz efeito
deletério no organismo exposto durante um curto periodo de tempo. Aragéo e Araujo
(2008), definem o termo crénico como sendo o periodo de exposi¢do de mais do que
10% da duracdo de vida do organismo, pois a substancia pode se acumular
causando efeitos que ndo podem ser observados em exposicfes mais curtas. Na

Tabela 2 sdo mencionadas as principais diferencas entre ensaios agudos e crénicos.

Tabela 2 — Comparacéo das principais condicbes-teste entre ensaios agudos e cronicos
(CL= concentragéo letal a 50%; CE= concentracdo de efeito a 50%; CEO= concentragdo de
efeito observada; CENO= concentragéo de efeito ndo observada).

Condicdes Ensaios Agudos Ensaios Crdnicos
~ 30 meses (peixes)
Tem r -96 hor :
empo de duracdo 0-96 horas 5 meses (invertebrados)
Fase de vida do . .
. Larval Ciclo de vida completo
organismo-teste
Quantidade de espécies Uma ou multiespécies Uma ou multiespécies
Imobilidade Biologicos subletais
Efeitos avaliados (invertebrados) (fisiologia, morfologia,
Mortalidade (peixes) comportamento)
E do d
xpressao dos Clso 0U CEsp CEO e CENO
resultados
Custo Baixo Alto

Fonte: Baseado em Aragéo e Araujo (2008).
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3.4.2.1 New Generation Ecotox

Biotestes ou bioensaios sdo baseados na resposta de um organismo vivo a
um estimulo, o que poderia ser, por exemplo, a exposicdo a uma determinada
toxina. E possivel usar microalgas, protozoarios, bactérias, peixes e invertebrados
como organismos-teste. Diferentes funcdes, tais como a taxa de crescimento,
biomassa, fotossintese, fluorescéncia, circulagdo e comportamento sdo investigadas
durante o teste. Para a avaliacdo da toxicidade, testes de crescimento de algas
estdo comumente sendo usados onde as proporc¢des das algas mortas sdo usadas
como ponto final.

A ferramenta de biomonitoramento em tempo real chamada New Generation
Ecotox (NGTOX), foi desenvolvida e homologada pela Ecobabitonga Tecnologia
Ltda., empresa incubada junto ao INOVAPARQ (Parque Tecnologico de Joinville)
(ERZINGER et al., 2011). A ferramenta monitora através de analise de imagem em
tempo real a qualidade da &gua, usando oito parametros de movimento
(alinhamento, r-value, compactacéo, area, velocidade média, velocidade para baixo,
velocidade para cima e velocidade lateral), analisando as influéncias imediatas das
toxinas sobre o comportamento de movimento destes organismos (MILLAN DE
KUHN, et al., 2006; AHMED, 2010; TAHEDL; HADER, 2001). O avanco tecnoldgico
permitiu otimizar o processo reduzindo o tempo de diagnostico e os custos. O
sistema opera em tempo real e analisa de 300 a 400 imagens por segundo. O
software usa o0s vetores da pista para calcular o niumero de células moveis, a
porcentagem de células para cima em movimento, a velocidade média, a
compacidade (fator forma, que é a raz&o da circunferéncia para a area normalizada

para circulo) das células e a preciséo de orientacéo (r-value). O software compara 0s
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dados com os de uma medic&o de controle anterior, que foi realizada imediatamente
antes da medicdo da amostra usando a agua ndo contaminada (destilada) em vez
da amostra de agua com diferentes concentracdes da substancia-teste. O sistema
opera em tempo real e controla um numero virtualmente ilimitado de células em
paralelo. O software usa os vetores das faixas para calcular varios parametros como
motilidade, percentagem de células para cima em movimento, a velocidade média,
compacidade celular e orientacdo sob a gravidade (r-value).

O parametro motilidade da a percentagem de células que se deslocam a uma
velocidade igual ou mais rapida do que a velocidade minima fixada no programa, e
todos os outros parametros sao calculados apenas para 0s objetos que preenchem
este critério. O parametro para cima da a percentagem de células que se movem em
direcdo a parte superior da cubeta. O valor orientacdo sob a gravidade € um
parametro estatistico que varia de 0 (quando as células se movem aleatoriamente)
para 1 (quando todas as células se movem em um Unico sentido). A compacidade
da célula (fator de forma, que é a relacdo da circunferéncia para a area normalizada
a um circulo) descreve a forma da célula e tem o menor valor de 1, quando o
contorno do objeto € um circulo (absolutamente redonda) e aumenta a medida que a
célula aumenta de comprimento. Os parametros calculados e compara os dados
com os de uma medig¢ao de controle anterior, que foi realizada imediatamente antes
da medi¢do da amostra utilizando agua em vez da amostra de teste.

As células de E. gracilis sdo bombeadas juntamente com a amostra de agua
destilada em uma cubeta de quartzo (até 106 células/mL), e as células séao
monitorados através de uma camera CCD (charged coupled device) montado em um
microscopio modificado. O microscépio esta posicionado na horizontal, assim, os

organismos mergulham na cuba vertical de modo que sua orientagdo sob a
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gravidade possa ser analisada. A fim de excluir a orientacdo induzida pela luz, ou
seja, fototaxia ou perturbacéo por oxigénio fotossinteticamente produzida pela luz de
monitoramento, um diodo infravermelho (k = 875nm) serve como uma fonte de luz. A
resolucao da imagem do microscopio é de 768 x 576 pixels. A imagem das células é
digitalizada em um cartdo grabber de video do frame, que € exibido em um monitor
de computador.

A composicdo e o funcionamento da ferramenta estdo esquematizados na
Figura 7. O sistema funciona automaticamente e € aplicavel para curto prazo (direta
exposicao a toxinas) e uma medi¢cdo completa usando o sistema NGTOX com uma

concentracéo de toxina leva cerca de 10 minutos (ERZINGER et al., 2010).

NG Tox

New Generation €cotox

Automatic and low costs
early warning system
to monitor potential pollution
of freshwater and seawater,

Fonte: Erzinger et al. (2010).

Figura 7 — Esquema de funcionamento e composicdo da ferramenta NG TOX (1-lampada
LED, 2-cubeta, 3-microscopio, 4-camera CCD, 5-agua destilada, 6-solucdo méae de BBA-
Univille, 7-suspensao de E. gracilis, 8-10-bombas peristalticas, 11-camera de mistura, 12-
placa eletrénica e 13-computador).
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3.4.3 Organismos-Alvo em Testes Toxicologicos

Nas ultimas décadas, testes de toxicidade vém sendo realizados com
organismos de aguas continentais (doce), estuarinas (salobra) e marinhas (salgada),
em condicfes laboratoriais e/ou em campo, a fim de se adquirir conhecimentos
sobre a toxicidade e avaliar o efeito dos agentes quimicos para a biota aquatica
(ARAUJO; ARAGAO, 2007).

Magalhdes e Ferrdo Filho (2008), recomendam o emprego de, no minimo,
trés espécies que representem diferentes niveis da cadeia tréfica, para que se possa
detectar um efeito toxico e resultados mais precisos, aumentando a probabilidade de
se obter uma resposta toxica com organismos de sensibilidades diferentes, pois ndo
existe uma unica espécie que represente integralmente os efeitos causados em um
determinado ecossistema.

Para a escolha do organismo-teste, Rand e Petrocelli (1985), atribuiram os
seguintes critérios de selecdo de espécies, que foram utilizados para selecionar 0s
organismos do presente estudo:

a) abundancia e disponibilidade;

b) significativa representacéo biol6gica e econdmica;

c) conhecimento da sua fisiologia, biologia e habitos alimentares;

d) baixo indice de sazonalidade;

e) sensibilidade constante e apurada.

Dentre os principais grupos de organismos utilizados nos ensaios laboratoriais
padronizados, Magalhdes e Ferrdo Filho (2008), destacam: microalgas,
microcrustaceos, equinoides, poliquetas, oligoquetas, peixes e bactérias,

representando os mais variados ecossistemas e niveis troficos. Para atingir o
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objetivo geral do presente estudo, abordar-se-d8o a seguir, alguns aspectos dos

principais organismos utilizados nesta pesquisa.

3.4.3.1 Organismos Aquaticos Dulcicolas

O Brasil possui uma grande rede hidrica formada por bacias hidrograficas que
foram sendo formadas ao longo de fenébmenos geolégicos (FILHO, 2004). Esse fato
permite que se tenha uma biota aquatica muito diversificada. Dentro da evolucéo e
ocupacao dos organismos aguaticos aos ambientes, uma gama de conjecturas sao
estabelecidas, das quais tudo indica que 0s seres aquaticos foram os primeiros a
habitarem a Terra.

Tundisi e Tundisi (2008), definem as espécies dulcicolas (adgua doce), todas
aguelas que:

a) dependem da agua doce para todos os estagios do seu ciclo de vida (ex:

peixes);

b) necessitam de agua doce para completar seu ciclo de vida (ex: anfibios,

insetos);

c) dependem da dgua doce apenas para alimento ou habitat (ex: passaros);

d) dependem somente de habitats imidos (ex: artrépodes).

Aproximadamente 100.000 espécies identificadas sdo de animais de agua
doce, metade das quais representadas por insetos. Mas essa diversidade é
relacionada ao hemisfério norte, pois particularmente no hemisfério sul ainda ha uma
vasta area de investigacdo a ser desenvolvida. Os vertebrados sdo os mais
estudados e conhecidos, sendo que os estudos desenvolvidos para invertebrados

sao voltados para os vetores de doencas (TUNDISI; TUNDISI, 2008).
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Existem diferentes adaptacdes entre 0s organismos aquaticos. Denomina-se
espécie nativa (Fig. 8A), as oriundas de outra bacia hidrografica, mas de uma
mesma regido biogeografica (espécies aldctones) e espécies de uma mesma bacia
hidrogréafica (espécies autoctones) (FILHO, 2004). O mesmo autor conceitua espécie
exotica (Fig. 8B) para organismos originarios de outra regidao biogeografica (por
exemplo, Africa). Espécies exoticas sd0 mais resistentes que as nativas, uma vez
gue estas se adaptam a diferentes condicfes, podendo até eliminar espécies nativas
por competicdo, das qudo bem adaptadas podem ficar ao ambiente onde foram

introduzidas.

Fonte: www.fishbase.org
Figura 8 — Exemplo de espécie nativa da bacia amazb6nica Astyanax bimaculatus (lambari,
piaba) (A) e de espécie exética da Europa/Asia Cyprinus carpio (carpa comum) (B).

3.4.3.1.1 Euglena gracilis

Euglena € um género de algas unicelulares da divisdo Euglenozoa, classe
Euglenophyceae. Enumera-se cerca de 1000 espécies, e dentre elas destaca-se a
Euglena gracilis (Fig. 9), encontrada em ambientes dulcicolas, marinhos ou de
aguas salobras. Nao possui parede celular, reproduz-se assexuadamente e € um
protista mixotrofo, ou seja, possui habito autotrofico, produzindo aglcares atraves da
fotossintese ou heterotrofico, consumindo particulas alimenatres por fagocitose.

Representantes deste género possuem dois flagelos com funcdes distintas,


http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%AAnero_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alga
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unicelular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Euglenozoa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parede_celular
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utiizando o flagelo longo para orientacdo e movimentacdo. Para observar o
ambiente e procurar a melhor posicdo para a fotossintese, a célula possui um
estigma (Fig. 8A), uma organela primitiva localizada na base do flegelo que filtra a

luz solar em funcéo da deteccéo de estruturas fotossensiveis (REVIERS, 2006).

emergent
oy Magellum

non
emergent
flagellum

chloroplast

Paramylon
sheath of
pyrenoid

Fonte: http://www.biol.pmf.hr/e-skola/odgovori/odgovor383.htm
Figura 9 — Esquema estrutural destacando o estigma (A) e exemplar de Euglena gracilis (B).

Euglena gracilis € um organismo utilizado como ferramenta para avaliagdo da
toxicidade, de mudancas ambientais e bioensaios com substancias biologicamente
ativas devido a sua alta sensibilidade. Essa microalga orienta-se por gradientes
guimicos, de luminosidade e de gravidade em busca de uma oOtima regido para
crescimento e reproducdo. Gravitaxia (orientacdo gravitacional) € o movimento de
orientagdo de E. gracilis na coluna d’agua, um fenébmeno conhecido ha mais de 100
anos (LEBERT; HADER, 1999a). Quando a gravitaxia € negativa, significa que as
células se movimentam na superficie da coluna d’agua e quando é positiva, a

orientacao segue para o fundo (ARONSSON; ECKELUND, 2005).
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3.4.3.1.2 Daphnia similis

Os microcrustaceos desempenham, conforme Aradjo e Buratini (2007), um
papel importante na cadeia alimentar, refletindo mudancas populacionais e
comportamentais que podem interferir nos outros niveis troficos do ecossistema
aguatico. As mesmas autoras confirmam que estes organismos possuem grande
potencial para o uso em testes de toxicidade, pois sdo facilmente cultivados em
laboratorio, possibilitando a obtencdo de populagbes homogéneas e com
sensibilidade constante.

Um exemplo de microcrustdiceo muito utilizado em testes toxicoldgicos
padronizados é a Daphnia (Fig. 10), conhecido como “pulga d’agua”, é faciimente
encontrada em lagos, represas, e lagoas de aguas continentais. Mede cerca de 0,5
a 5,0mm de comprimento, possui olho composto bem evidente que é sensivel a
mudanca da qualidade e quantidade de luz. Possui hébito filtrador, alimentando-se

de algas, bactérias, protozoarios e detritos organicos presentes na agua (ARAUJO;

BURATINI, 2007).

© 2002 John P. Clare (www.caudata.org)

Fonte: http://www.caudata.org/daphnia/
Figura 10 — Anatomia da fémea: 1- coracdo, 2- olho composto, 3- antenas, 4- ocellus, 5-
pelos, 6- pernas e 7- bolsa para ovos (A) e exemplar de Daphnia sp. (B).
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As espécies recomendadas pelos principais procedimentos padronizados sao
Daphnia magna, D. pulex e D. similis, cada uma indicada para um grau de dureza da
agua de cultivo. D. similis € uma espécie introduzida no Brasil, mas que possui

sensibilidade similar as outras espécies (ARAUJO; BURATINI, 2007).

3.4.3.1.3 Peixes

A grande variedade de ambientes aquaticos brasileiros permitiu o
desenvolvimento de 24.600 espécies de peixes (HICKMAN et al., 2004), sendo que
destes, 3.000 espécies sao descritas atualmente como dulcicolas (FILHO, 2004).

Os peixes (Fig. 8) séo vertebrados aquaticos, possuem nadadeiras e
escamas de origem dérmica e com adaptacdes que lhes fizeram dominar o ambiente
aguatico. O crescimento depende da temperatura, consequentemente, peixes que
habitam regibes temperadas crescem rapidamente no verdo, quando as
temperaturas séo elevadas e o alimento é abundante, mas quase param de crescer
no inverno (HICKMAN et al., 2004).

Para os peixes, a alimentacdo € o que ha de mais importante, pois eles
gastam mais tempo e energia para se alimentar ou procurar alimento do que para
outras necessidades. De acordo com Hickman et al. (2004), seus habitos
alimentares variam de carnivoros (alimentos de origem animal), herbivoros
(alimentos de origem vegetal), filtradores (comedores de particulas em suspenséo),
onivoros (alimentos de origem animal ou vegetal) e saprofagos (restos organicos).

A respiracdo se da através das branquias, que ficam cobertas pelos
opérculos. Esse arranjo possibilita um sistema de bombeamento para mover a agua

através da boca, pelas branquias, saindo pelo opérculo. Uma quantidade
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surpreendente de peixes pode viver fora d’agua por tempo variavel por respirar ar
(HICKMAN et al., 2004).

Conforme Tundisi e Tundisi (2008), os peixes possuem uma importancia
ecologica e econémica fundamental nos sistemas aquaticos, pois o funcionamento e
a estrutura desses ecossistemas dependem dos peixes, assim como muitas
populacdes humanas, no que tange a pesca e a aquicultura.

A ictiologia cuida do estudo de todo o desenvolvimento dos peixes, desde
ovos, embrides, larvas, juvenis até os adultos, que revela o seu comportamento
reprodutivo e a sua ecologia. Podem atingir tamanhos variados nas diferentes fases
de vida, dependendo da espécie em questéao.

A carpa, peixe da familia Cyprinidae, € um peixe exético de origem asiatica,
cultivado na China ha mais de 2.000 anos, cita Clasen (2009). E o mais antigo peixe
de criagdo doméstica da civilizacdo humana. Denominado nishikigoi, com cerca de
100 variedades e com genética indefinida, somente ha 160 anos existem as carpas
coloridas, uma das variedades. E um peixe pacifico que se acostuma facil a
presenca humana, de facil cultivo, adapta-se também a diversos ambientes,
possibilitando sua criacdo em todas as regides, cuja temperatura adequada varia
entre 8°C e 30°C (KUROKI, 1983).

Arana (2004), destaca a carpa como principal peixe exético cultivado em
Santa Catarina, participando de 32% de toda a producdo (dados de 1998). Dados
mais recentes apontam que, “apesar de sua carne nao ser a melhor em termos
culinarios, mostra-se ascendente para a comercializacao através de seus derivados
e embutidos”, sendo ainda a espécie mais cultivada no estado (GRAEFF,;

TOMAZELLI, 2007, p. 1545).
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E um peixe onivoro que se alimenta de invertebrados, plantas, algas,
consome larvas de insetos e crustaceos, podendo alimentar-se também de
pequenos peixes e alimentos humanos. Por ser cosmopolita, surgiram varias racas,
segundo a regido e o método de criacdo. As racas diferem principalmente por
caracteristicas ligadas ao formato, as escamas e ao tamanho da cabeca em relacao
ao corpo (CLASEN, 2009). A Figura 11A exibe uma das variedades da espécie, uma

larva de carpa colorida, criada em cativeiro, utilizada na presente pesquisa.

Fotos: Suellen C. Souza.
Figura 11 — Larva de Cyprinus sp. (carpa colorida) (A) e larva de Astyanax bimaculatus
(lambari) (B).

O lambari ou piaba (Astyanax sp.), € um género nativo da bacia Amazonica,
possui uma distribuicdo geografica na América tropical e subtropical, e representa
uma fonte alimentar significante para peixes de nivel maior na cadeia tréfica.
Astyanax bimaculatus (lambari do rabo amarelo ou lambari-guagu) é uma espécie
forrageira de habito alimentar onivoro que se alimenta predominantemente de

insetos (SILVA, 2009). A Figura 11B mostra um exemplar utilizado no estudo.
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3.5 LEGISLACAO

Salvaguardar a saude da populacdo nos produtos e servicos sujeitos ao
controle sanitario e garantir que os mesmos sejam adequados aos fins propostos, é
uma das filosofias da ANVISA, que propde alguns regulamentos, desde o teste de
novos produtos até sua comercializacao.

Como a ANVISA néo prevé legislacdo para experimentacdo de bioinseticidas,
0 produto testado na presente pesquisa pode se encaixar no subinciso a), inciso VII,
art. 3°, da lei n° 6.360, de 23 de Setembro 1976, que classifica inseticida como
saneante domissanitario. O registro deste produto s6 podera ser feito quando o
mesmo ndo oferecer riscos a saude humana e aos animais de sangue quente,
revelando o objetivo do presente trabalho de testar o produto em diversos niveis

troficos antes da sua comercializacao.
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4 METODOLOGIA

4.1 METODO DE PESQUISA

Um bom método é aquele que permite uma construcdo correta dos dados e
uma reflexdo sobre a dinamica da teoria e, segundo Minayo e Sanches (1993, p.
238) “além de apropriado ao objeto de investigacado e de oferecer elementos tedricos
para a analise, tem que ser operacionalmente exequivel.”

O método utilizado neste estudo sera o quantitativo, que conforme Cordato e
Nakama (2006, p. 35) “permite avaliar a importancia, gravidade, risco e tendéncia de
agravos e ameacas, tratando de probabilidades, associacdes estatisticamente

significantes, importantes para se conhecer uma realidade.”

4.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.2.1 Organismos-teste

Foram utilizados para este trabalho diversos organismos aquaticos (Tab. 3),
em diferentes niveis tréficos, sendo as larvas de peixes obtidas na Fundacao
Municipal para o Desenvolvimento Rural 25 de Julho e os micro-organismos obtidos
na UNIVILLE. Ao término dos experimentos, quando ndo houve efeito letal, as larvas
de peixes foram devolvidas ao ambiente de origem e 0s micro-organismos foram

descartados.
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Tabela 3 — Organismos-teste utilizados e tipo de teste realizado com cada grupo.

Grupo de Organismos | Micro-organismos Larvas de Peixes
Euglena gracilis Carpa colorida (Cyprinus sp.)
Exemplares R . '
Daphnia similis Lambari (Astyanax bimaculatus)
Teste Agudo e Crobnico Agudo

4.2.1.1 Condicbes de Cultivo dos Organismos-teste

4.2.1.1.1 Condicao de Cultivo de Euglena gracilis

As cepas de E. gracilis foram cultivadas no Laboratério de Fotoquimica e
Fotobiologia da UNIVILLE utilizando culturas axénicas do flagelado de agua doce E.
gracilis cepa Z, obtidas a partir da colecdo de cultura de algas da Universidade de
Gottingen, Alemanha (SCHLOSSER, 1994). As células foram cultivadas em uma
mistura de meios de crescimento (organico e inorganico) (STARR, 1964,
CHECCUCCI et al., 1976) a 22°C sob luz branca continua de 20 W/m?, fotoperiodo

de 12 horas na luz e 12 horas no escuro, em Erlenmeyers de100 mL.

4.2.1.1.2 Condicéo de Cultivo de Daphnia similis

A cultura deste micro-organismo foi feita no Laboratério de Ecotoxicologia da
UNIVILLE que segue o estabelecido pela CETESB (2007). D. similis foi cultivada em
agua reconstituida em recipientes de vidro claro com tampa. Os micro-organismos
foram alimentados com culturas unialgais e ragcdo propria para tal finalidade,
mantidos sempre em temperatura adequada (6tima de 20 £ 2°C) com iluminacé&o sob

fotoperiodo (16 horas na luz e 8 horas nos escuro). As culturas de D. similis
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passavam por processo de manutencdo semanal ou sempre quando necessario,

sendo que em cada litro de meio de cultivo foram cultivados 20 micro-organismos.

4.2.1.1.3 Condicao de Cultivo das Larvas de Peixes

As larvas de Carpa colorida (Cyprinus sp.) foram provenientes de taques de
cultivo para reproducdo de peixes em cativeiro da Fundacdo Municipal de
Desenvolvimento Rural 25 de Julho. Ja os exemplares de Lambari (Astyanax
bimaculatus) foram capturados junto ao rio Krliger por técnicos em aquicultura da
Fundacao Municipal de Desenvolvimento Rural 25 de Julho. Cada espécie de peixe
selecionada foi colocada em tanques contendo agua corrente por 48 horas. Este
procedimento teve como objetivo diminuir o estresse dos peixes pela captura e
possibilitou selecionar somente os exemplares que possuiam boa vitalidade e

tamanho adequado, em torno de 6 cm.

4.2.2 Solucao-teste (BBA-UNIVILLE)

Sua descricdo e metodologia de obtencdo estdo sob dominio de sigilo
decorrente do registro em patente nacional junto ao INPI (n2. P10922458-0) e em
patente internacional junto ao WIPO (n2. WO/2011/075805).

Para a determinacéo da concentragdo do BBA foi utilizado o método adaptado
descrito por Porra et al. (1989) utilizando-se o espectrofotdmetro Schimatzu UV
160A. Foram testadas diversas concentracbes do produto a fim de se chegar aos
valores confidveis para a realizacdo dos testes agudos e cronicos para todos os

organismos.
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4.2.3 Conducao Experimental

4.2.3.1 Procedimentos para Determinacao de Toxicidade em Micro-organismos

As analises que envolveram 0s micro-organismos foram executadas nos
Laboratérios de Ecotoxicologia e Fotobiologia da UNIVILLE. Foram realizados testes
agudos e crénicos com diferentes metodologias, cada uma de acordo com o micro-
organismo utilizado.

Os experimentos com Euglena gracilis, analisando a motilidade e orientacao
sob gravidade das células, foram medidas utilizando uma ferramenta de
biomonitoramento em tempo real NGTOX. Ao final de cada analise, foram

analisadas em média 6000 imagens.

4.2.3.1.1 Toxicidade Aguda para Euglena gracilis

Para a determinacdo de toxicidade aguda pelo NGTOX foram utilizadas duas
solugdes méae do BBA-UNIVILLE, sendo uma de 100 mg/L e outra de 3,7 mg/L, em
diferentes concentra¢gdes, nas quais uma amostra controle foi misturada com agua
(1:1) e foi medido primeiro, seguido por medicdo de cinco diferentes concentracdes
toxicas produzidas em uma série de diluicbes automaticas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32)
da solucédo estoque. As amostras controle sdo medidas em intervalos de tempo fixo.
Todas as amostras foram medidas em duplicata. A cubeta de observacéao foi lavada
automaticamente com agua destilada e entre as medicdes.

As medicOes foram iniciadas com a concentracdo mais baixa, sem qualquer

efeito a uma concentragdo maxima que causou a inibicdo a 100% de motilidade, a
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fim de calcular os valores de CLso. Para a primeira medicdo imediatamente apos a
aplicacdo do instrumento NGTOX, automaticamente, produz cinco diluicbes
diferentes (crescente ou decrescente, dependendo da configuracdo) da solucéo de
estoque fornecido. Neste estudo, foi utilizada a opcao de diluicbes automaticamente
decrescentes (1:31, 1:15, 1.7, 1:3 e 1:1). As medicGes foram feitas com duas
solucbes de estoque do BBA que foi ainda diluida pelo instrumento
automaticamente. Medicdes de controle foram realizadas sem a adicdo do BBA, e
agua deionizada (Millipore) foi utilizada para a diluicdo do controle. Os varios
parametros de células de E. gracilis foram medidos utilizando um método baseado
na analise de imagem, NGTOX (ERZINGER, et al., 2010).

Os resultados sdo expressos como percentagem de inibicdo para todos os
parametros. Para 1, 6 e 24 h de exposi¢cado, as medicdes foram feitas com a opcéo
de um controle para todas as concentracdes. O tempo de enchimento da cubeta foi
de 75 segundos e o tempo de lavagem foi de 45 segundos. Tempo de seguimento
das células foi de 3 minutos. Areas minimas para os objetos a serem incluidos na
analise vetorial foram definidas a 400 m? e maximo em 2000 m?. Velocidade minima
(motilidade) para a qual as células foram consideradas foi fixada em 15 ms®*. Antes
das medicdes serem feitas, as células de E. gracilis foram incubadas no escuro

durante 30 minutos.

4.2.3.1.2 Toxicidade Crdnica para Euglena gracilis

Para a determinacdo de toxicidade crénica pelo NGTOX foi utilizado como

parametro o célculo da CLsg do BBA-UNIVILLE obtido no experimento agudo pela

alga verde unicelular E. gracilis. Foi feita uma suspenséo de 500 mL contendo a alga
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e, em seguida, as amostras foram separadas em Erlenmeyer de 50 mL, sendo
quatro a serem utilizadas como controle. Foram feitas seis concentracfes diferentes
a partir da CLsp contendo 09, 07, 05, 04, 03 e 01 mg/L de BBA-UNIVILLE como
concentracéo final em Erlenmeyer de 50 mL. Todos os experimentos foram feitos em
duplicata. As amostras foram incubadas e foram feitas leituras no NGTOX em trés,
cinco e sete dias conforme metodologia descrita por Azizullah et al. (2011). A
toxicidade foi analisada pelos mesmos parametros descritos para a determinacao do

teste agudo.

4.2.3.1.3 Toxicidade Aguda para Daphnia similis

Os procedimentos adotados para Daphnia similis foram os mesmos utilizados
pela UNIVILLE, onde a mesma baseia-se na Norma Brasileira ABNT-NBR 12713
para testes toxicoldégicos com este microcrustaceo, descrita abaixo adaptada do
roteiro da Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental (CETESB, 2007).

Todo o material utilizado no experimento era de vidro e estava quimicamente
inerte. Foram utilizados organismos jovens (6 a 24h de idade) obtidos por
metodologia de cultivo segundo a NBR 12713. Os micro-organismos foram
previamente alimentados, pois durante o periodo de teste ndo era fornecido
alimento. O ensaio foi realizado dentro do tempo permitido, ndo excedendo doze
horas e todas as etapas do teste ocorreram em temperatura ambiente. Solu¢des do
agente a ser testado (BBA-UNIVILLE) foram preparadas no momento da realizacao
do teste, em diferentes concentracdes para testar a exposi¢cdo de D. similis por um
periodo de 48 horas permitindo determinar a CLsg, realizada em testes definitivos,

onde foi aplicada somente a concentracao a 100%.
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Em tubos de ensaio graduados em 10mL, foram adicionadas as
concentracdes do bioinseticida, previamente calculadas, completando-se o tubo com
a agua de diluicdo (para cultivo de D. similis) com volume total (10mL). O valor da
concentracdo foi anotado em cada série de tubos com caneta hidrografica. Para
cada concentracdo e para o controle, foram adicionados 20 organismos, distribuidos

em numero de cinco em cada uma das quatro réplicas (Fig. 12).

Fotos: Suellen C. Souza.

Figura 12 — Tubos de ensaio devidamente identificados e suas réplicas.

Em seguida, os tubos foram colocados sob temperatura de 20 + 2°C com
fotoperiodo de 16 horas na luz e 8 horas no escuro e sem alimentacdo durante o
periodo de teste. ApO6s 48 horas, efetuou-se a leitura, registrando o numero de

organismos iméveis em cada tubo apds imerséo forcada.

4.2.3.1.4 Toxicidade Cronica para Daphnia similis

A metodologia utilizada para realizar o experimento crénico com D. similis foi
adaptada de Brentano (2006), que desenvolveu e aplicou um método de toxicidade
crdnica para D. magna, pois apesar de serem espécies diferentes, Araujo e Buratini

(2007), afirmam que a sensibilidade delas é muito semelhante.
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Os organismos utilizados neste experimento eram jovens obtidos a partir da
guarta postura de fémeas cultivadas em laboratorio, 0 que garantiu que a espécie se
reproduzisse partenogeneticamente, originando descendentes geneticamente
idénticos as fémeas progenitoras.

O parametro avaliado foi a capacidade de geracdo de descendentes.
Sintetizando, para esta pesquisa um teste de toxicidade crénico valido, ao final de 21
dias, o controle devera apresentar, no minimo, 80% de sobrevivéncia; 4 posturas; e
uma meédia de 20 filhotes por fémea, considerando neste calculo o numero de
posturas realizado por Brentano (2006).

O teste controle foi feito em tubos de ensaio de 10 mL, cada um com um
organismo, com as concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 mg/L do bioinseticida para
avaliar qual concentracdo poderia ser utilizada nas baterias seguintes do teste
cronico. Este teste durou 48 horas em fotoperiodo.

Cada concentracao, inclusive o controle, foi testada em 10 réplicas, em copos
plasticos transparentes de 50 mL, corretamente identificados (Fig. 13), cada um
contendo um organismo. Para o controle, foram colocados nos copos plasticos uma
aliqguota de 25 mL de meio de cultivo, e para as concentragdes foram colocados 24
mL de meio de cultivo e 1 mL do bioinseticida, preparado no momento da realizacéo
do teste. Cada copo plastico foi higienizado com &gua deionizada antes da
utilizacdo. As baterias contaram com fotoperiodo (16h na luz e 8h no escuro) e
temperatura adequada (entre 18°C e 22°C). Os organismos foram observados e
alimentados diariamente com microalgas em concentracdes proximas a 13*

células.mL .
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Foto: Suellen C. Souza.

Figura 13 — Copos plasticos utilizados no experimento, devidamente identificados.

Os organismos foram submetidos as concentracdes por um periodo de sete
dias corridos em fotoperiodo, sem que houvesse renovacdo da solucdo-teste.
Passada uma semana, 0os organismos foram transferidos para um novo copo
plastico contendo uma nova solucdo-teste na mesma concentracdo. Para este
procedimento, contavam-se os filhotes gerados, descartando-os em seguida, e o
organismo adulto era transferido delicadamente, com auxilio de uma pipeta, para um
copo plastico contendo somente 0 meio de cultivo para evitar que os metabdlitos
gerados alterassem a qualidade do ambiente de teste. Apdés novos copos com as
concentragbes estarem prontos, os adultos foram transferidos delicadamente,
alimentados e submetidos as condi¢des supra citadas de temperatura e fotoperiodo.
Este procedimento de troca de solucéo-teste foi realizado trés vezes por semana em
dias intercalados (segundas, quartas e sextas-feiras). Os copos plasticos utilizados
foram descartados, pois residuos da microalga utilizada na alimentacdo dos
organismos ficaram impregnados no plastico, preferindo-se entéo, utilizar copos

novos e limpos a cada troca do bioinseticida.
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Este teste é caracterizado por Aragao e Araujo (2008), como um sistema semi
estatico, onde os organismos-testes sédo periodicamente transferidos para novas
solucbes-teste. Também denominado sistema estatico com renovacéo, € indicado
para substancias instaveis e, geralmente, € utilizado em espécies de Daphnia,
porém, € mais trabalhoso e pode causar estresse ou danos durante o manuseio dos

organismos.

4.2.3.2 Procedimento para Determinacéo de Toxicidade Aguda em Larvas de Peixes

A parte experimental do trabalho que envolve larvas de peixes foi realizada na
Fundacao Municipal para o Desenvolvimento Rural 25 de Julho.

Este estudo foi caracterizado como ensaio toxicolégico agudo, multiespécies,
conduzido em laboratério, em sistema estatico (sem renovacdo da solucéo) e
utilizando microcosmos, definido por Rand e Petrocelli (1985), como estruturas
constituidas de recipientes de vidro ou de plastico contendo amostras de
ecossistema natural em pequena escala.

O microcosmo construido (Fig. 14A) era compostos por 6 lampadas mistas,
com 250W (watts) de poténcia cada, produzindo 300W/m? correspondendo a
aproximadamente 35% da luz solar, visto que em dias ensolarados o sol fornece
uma radiacdo de aproximadamente 900W/m? (valores obtidos com o Luximetro
MS100 Solar Power Meter). Para alocacdo das amostras, foi construida uma
estrutura com potes plasticos, contendo 1 litro de agua cada (Fig. 14B) retirada do

mesmo local onde as espécies testadas se desenvolvem.
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Fotos: Suellen C. Souza.
Figura 14 — Estrutura com lampadas mistas (A) e estrutura com potes plasticos e sistema
de aeragéo (B).

ApoOs calculadas as concentragcdes do bioinseticida, determinadas no
espectrofotometro Shimatzu UV-160A, tais concentracdes foram diluidas em 1 litro
de &gua, contido nos potes plasticos. 10 exemplares das espécies testadas foram
colocados dentro dos potes contendo diferentes concentracfes do produto e com
sistema de aeracdo. A estrutura foi deixada por 3 horas no escuro, sob uma lona
preta (Fig. 15A), e posteriormente, deixada o mesmo periodo sob radiacdo solar
simulada (lampadas mistas) (Fig. 15B), sendo que o0s controles permaneceram no
escuro. Apos a fase escura e de irradiacdo, foi determinada a mortalidade dos
organismos. Parametros abiéticos como temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram
mensurados antes e ao término de cada analise utilizando a Sonda Multiprobe

Hanna da UNIVILLE.
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Fotos: Suellen C. Souza.

Figura 15 — Amostras no escuro (A), sob radiacdo solar simulada (B) e ao fundo os
controles ainda cobertos com a lona (X).

4.2.4 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados referentes aos ensaios agudos deste trabalho foram tratados de
acordo com Gelber et al. (1985) onde, normalmente, estima-se a concentracdo da
substancia-teste que causa efeito a 50% (porcentagem que oferece uma maior
reprodutibilidade e uma estimativa pontual) da populacédo alvo testada, durante um
periodo de tempo indeterminado.

Para a determinacdo da concentracao letal (CLso) foi utilizada a Equacao 1
que interpreta os dados experimentais (TAHEDL; HADER, 1999; WILLEMANN,

2002; MILLAN DE KUHN et al., 2006).

y = Yo . 1)
1+ o
&)

Onde y é a variavel de resposta (porcentagem de organismos mortos), ¢ € a
concentracdo da substancia, yo € a resposta quando a concentracéo tende a infinito

e b é um fator de escala.
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Os dados foram processados usando o software Sigma-Plot para o Windows
2000, (Statistical Package for Social Sciences — SPSS). Este modelo corresponde a
Equacdo 2, proposta por Emmens (TAHEDL; HADER, 1999) para interpretar as

relacBes concentracdo-efeito.
C 2
SS=>(y,—V) )
i=1

O software ajusta os valores de uma regressdo nao linear. O programa
Sigma-Plot utilizado para elaborar o grafico e obter a curva sigmoidal, usa o
algoritmo de Levenberg-Marquardt (Equacédo 2) para determinar os parametros das
variaveis independentes que ddo o melhor ajuste entre a equacéo e os dados. Este
algoritmo determina os valores dos parametros iterativamente de modo que a soma
das diferencas ao quadrado entre os valores dos valores observados e preditos da
variavel dependente, é minimizado, sendo i 0 valor observado e y; o valor previsto.
Os parametros CLsg, b e yo (ver Equacado 1) sdo otimizados para minimizar algoritmo
(SS). Os intervalos de confianca do conjunto de paréametros otimizados sao
calculados a partir da matriz de covariancia com um nivel de erro de 5%.

Com os dados obtidos atraves dos testes crbnicos, foram elaborados
histogramas no Microsoft Excel 2007, a fim de se estabelecer a CEO, baseando-se
no Teste t, comparando o tratamento com o controle e detectando as significancias

(BURATINI; BERTOLETTI, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O bioinseticida em questdo (BBA-UNIVILLE) possui sua eficacia comprovada
apenas para algumas larvas de mosquitos, sendo necessario o teste agudo e
cronico para verificacdo da toxicidade e modo de acédo, sendo de dificil comparacéo

por se tratar de um produto novo em teste.

5.1 ANALISE TOXICOLOGICA EM PRODUTORES PRIMARIOS

Com o objetivo de avaliar o possivel impacto ambiental sobre a cadeia
alimentar, foi escolhida a alga unicelular Euglena gracilis. Microalgas sao
ecologicamente importantes na maioria dos ecossistemas aquaticos, pois elas
podem responder de forma rapida e previsivel para uma ampla gama de poluentes
(McCORMICK; CAIRNS, 1994).

Devido a sua natureza altamente sensivel, as microalgas sédo reivindicadas
como possivel indicador precoce de deterioracdo das condicbes ambientais,
especialmente em ambientes aquéaticos (McCORMICK; CAIRNS, 1994, DANILOV;
ECKELUND, 1998). A alga verde flagelada Euglena gracilis € usada como um
organismo teste na pesquisa fisioldgica, bioquimica e genética, devido a sua alta
sensibilidade a mudancas diferentes no ambiente (LUND; LUND 1996, PETERSEN-
MAHRT, 1997). E. gracilis orienta-se pela utilizagdo de produtos quimicos externos e
0s parametros fisicos, tais como luz e da gravidade em busca de uma regido ideal
para o crescimento e reproducdo (HADER, 1987; HADER; GRIEBENOW, 1988,
HADER; VOGEL, 1990, HEMMERSBACH-KRAUSE; HADER, 1990; HADER; LIU,

1990; LEBERT; HADER, 1999a, 1999b). Quando o campo gravitacional da Terra
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serve como uma pista externa para E. gracilis se orientar na coluna de agua, €
chamado de orientacdo sob gravidade (HADER et al.,, 1990). E. gracilis mostra
orientacdo sob gravidade exclusivamente negativa, o que significa que as células se
movem para a superficie da coluna de agua, especialmente na auséncia de estimulo

luminoso (HADER; VOGEL, 1990).

5.1.1 Teste Agudo para Euglena gracilis

As células de E. gracilis mostraram diferenca significativa na inibicdo de cinco
parametros analisados (p <0,05), como demonstrado na Tabela 4, tendo uma ClLsg
meédia de 12,73 mg/L . A inibicdo da motilidade em resultados percentuais entre as
células e controle de células tratadas com BBA-UNIVILLE, mostrou-se o parametro
com maior sensibilidade apresentando uma ClLs; de 8,81 mg/L (Fig. 16). A
velocidade média das células tratadas com BBA-UNIVILLE (Fig. 17) foi o segundo
parametro mais sensivel, com uma CLsy de 9,81 mg/L. Os parametros fisioldgicos
como r-value, alinhamento e compactacdo apresentaram toxicidade menor quando
comparados aos outros parametros das células tratadas com o BBA-UNIVILLE,
obtendo uma CLso de 14,70 mg/L (Fig. 17); 16,33 mg/L (Fig. 18) e 14,00 mg/L (Fig.

19), respectivamente.
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Tabela 4 — Resultados do célculo de toxicidade (CLsy) dos testes agudos para Euglena
gracilis obtidos através do NGTOX.

Parametro de avaliagao CLso (mg/L) Desvio padrao P
Motilidade 8,81 12,24 <0,0001
r-value 14,70 13,36 <0,0001
Alinhamento 16,33 10,53 < 0,0001
Compactacao 14,00 18,28 <0,0001
Velocidade média (um/s) 9,81 4,46 <0,0001
Média 12,73 11,78
120 A

% de inibigdo da motilidade

D

( 20 40 60
BBA-Univille (mg/L)

Figura 16 — Porcentagem de inibicdo da motilidade de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios agudos. CLg, = 8,81 mg/L.
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Figura 17 — Porcentagem de inibicdo do r-value de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios agudos. CLso = 14,70 mg/L.
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Figura 18 — Porcentagem de inibicdo do alinhamento de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios agudos. CLs, = 16,33 mg/L.
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Figura 19 — Porcentagem de inibicdo da compactacdo de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios agudos. CLs, = 14,0 mg/L.
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Figura 20 — Porcentagem de inibicdo da velocidade média [um/s] de Euglena gracilis
exposta ao BBA-UNIVILLE em ensaios agudos. CLsy = 7,1 mg/L.
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Os valores médios de CLso encontrados nos testes agudos utilizando a alga
flagelada Euglena gracilis denotam que os valores descritos na literatura para
combater os mosquitos Aedes sp. e Culex sp. com ClLsy 2,34 e 6,88 mg/L
respectivamente (ERZINGER; HADER, 2009 e 2010) sem contudo, eliminar a
espécie Chaoborus sp. (CLsp 22,25 mg/L), demonstram a seletividade por espécie

em funcdo da concentracéo do produto aplicado.

5.1.2 Teste Cronico para Euglena gracilis

Para o experimento cronico, as células de E. gracilis foram cultivadas em um
meio contendo diferentes concentracdes de BBA-UNIVILLE por sete dias e mostrou
uma sensibilidade para os mesmos parametros fisiolégicos analisados no teste
agudo, porém, com toxicidade mais acentuada, como demonstram a Tabela 5 e as
Figuras 21 a 25. Os efeitos toxicos do BBA-UNIVILLE sobre a fisiologia de E. gracilis
nos parametros de motilidade e velocidade apds sete dias, mostraram uma inibicéo
de 100% em concentra¢gdes acima de 9,0 mg/L. Por outro lado, o parametro r-value
apresentou uma inibicdo acima de 100% em concentragdo acima de 13,0 mg/L e 0
alinhamento e a compactacdo das células apresentaram uma inibicdo acima de
100% em concentracdes acima de 16,0 mg/L. Quando analisados o conjunto destes
dados, observa-se um valor médio de inibicdo de 42,98% na concentragdo de 7
mg/L de bioinseticida, admitido desta maneira que este valor representa a
concentracdo limite para efeitos de toxicidade cronica para a Euglena gracilis, ou

seja, CEO =7 mgl/L.
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Tabela 5 — Avaliacdo da toxicidade cronica sobre Euglenas gracilis por sete dias em
diferentes concentrag6es de BBA-UNIVILLE obtida através do NGTOX.

Inibicdo (%)

BBA-UNIVILLE Motilidade r-value Alinhamento  Compactacdo Velocidade

(mg/L) (Lm/s)
1,0 0,0 2,7 15 1,8 0,0
3,0 26,2 1,1 4,5 15,7 2,9
5,0 43,5 7,1 51 30,2 15,0
7,0 66,0 43,1 20,7 45,0 40,1
9,0 99,8 70,0 50,3 55,6 99,5
13,0 100,0 100,0 70,0 90,0 100,0
16,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Figura 21 — Porcentagem de inibicdo da motilidade de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios crénicos com inibicdo média de 42,98 % em concentracdo de BBA-
UNIVILLE de 7,1 mg/L.
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Figura 22 — Porcentagem de inibicdo do r-value de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios crénicos com inibicdo média de 42,98 % em concentracdo de BBA-

UNIVILLE de 7,1 mg/L.
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Figura 23 — Porcentagem de inibicdo do alinhamento de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios crénicos com inibicdo média de 42,98 % em concentracdo de BBA-

UNIVILLE de 7,1 mg/L.
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Figura 24 — Porcentagem de inibicdo da compactacdo de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios crénicos com inibicdo média de 42,98 % em concentragdo de BBA-
UNIVILLE de 7,1 mg/L.
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Figura 25 — Porcentagem de inibicdo da velocidade de Euglena gracilis exposta ao BBA-
UNIVILLE em ensaios crénicos com inibicdo média de 42,98 % em concentragdo de BBA-
UNIVILLE de 7,1 mg/L.
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5.2 ANALISE TOXICOLOGICA EM CONSUMIDORES PRIMARIOS

Em funcéo da disponibilidade da D. similis do Laboratorio de Ecotoxicologia
da UNIVILLE, o mesmo foi escolhido como padréo para testes de micro-organismos

consumidores primarios da cadeia alimentar.

5.2.1 Teste Agudo para Daphnia similis

D. similis ainda é pouco utilizada em testes de toxicidade por ndo haver
padronizacao para esta espécie. Apesar de apresentar sensibilidade semelhante ao
de D. magna, existe certa dificuldade em encontrar trabalhos realizados testando
novos produtos com D. magna, mas sim, trabalhos de teste de efluente ou
substancias ja conhecidas quimicamente, tornando impossibilitada a comparacéao
dos resultados deste bioinseticida.

Fazendo a analise da Figura 26, a concentracdo acima de 8 mg/L de BBA-
UNIVILLE é considerada letal, sendo uma faixa proxima ao valor encontrado para

eliminar 50% dos mosquitos de Culex sp.

5.2.2 Teste Cronico para Daphnia similis

Analisando os resultados obtidos (Tabela 6 e Figura 27), verifica-se um desvio
padrao alto para todas as amostras, inclusive o controle, onde a maioria dos ensaios
obteve amostras superiores a 20 descendentes. As concentragbes acima de 4 mg/L
de BBA-UNIVILLE apresenta toxicidade cronica significativa sobre o microorganismo

(p=0,0002) em relagdo a amostra controle.
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Figura 26 — Porcentagem de mortalidade de Daphnia similis exposta ao BBA-UNIVILLE em
ensaios agudos por 48h em fotoperiodo. CLsy = 8,87 mg/L. Cada ponto no grafico
corresponde a 20 exemplares, caracterizando uma amostra.

Tabela 6 — Média de descendentes gerados por Daphnia similis em experimentos de
toxicidade crbnica até 21 dias sob concentrag6es de BBA-UNIVILLE.

BBA-Univille (mg/L)
Dia Controle 1,0 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
7 79 61 19 146 41 8 0
8 127 26 56 21 22 11 0
11 166 175 114 203 78 78 0
12 97 39 40 24 31 52 0
13 50 61 37 29 20 74 0
14 14 15 1 0 13 36 0
15 31 118 33 39 31 31 2
18 115 200 164 162 91 79 3
19 39 119 51 18 32 161 0
20 31 32 33 75 27 9 0
21 15 0 4 14 21 11 0
Total 759 846 552 797 424 550 5
Média 70 77 50 66 37 50 0,5
dp 51 67 48 71 25 46 1
p* 0,1127 0,8536 0,8536 0,8536 0,0716 0,0002

p* = Teste t - significancia p<0,05 - 95% de confianca.
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Figura 27 — Numero médio de descendentes de Daphnia similis apds 21 dias de teste
toxicoldgico crénico em presenca de diferentes concentragdes de BBA-UNIVILLE.

Erzinger e Hader (2009 e 2010), descreveram que o BBA-UNIVILLE na sua
atual formulacéo apresenta forte biodegradacéo perante & luz solar (1395 W/m?). Na
presente pesquisa, foi observado que em uma poténcia de luz de 350 W/m?
(semelhante a um dia de chuva) o bioinseticida da UNIVILLE levava cinco horas
para total degradacdo e que em 950 W/m?, esta degradacéo pela luz ficava em torno
de duas horas. Para os experimentos realizados na determinacdo crbnica com
Daphnia similis e com Euglena gracilis, o sistema de fotoperiodo utilizado possuia a
poténcia de 25 W/m?, o que possa justificar uma maior toxicidade.

Magalhées e Ferrédo Filho (2008), citam que faz pouco sentido fixar um tempo
de exposicdo do organismo a substéncia, pois a toxicocinética (velocidade de
absorcdo da substancia nos tecidos e sua eliminagdo) depende das propriedades
dos organismos (area superficial/volume) e do composto quimico (hidrofobicidade).
Porém, para os experimentos de toxicidade aguda e crbnica em microrganismos, é

necessario utilizar o fotoperiodo, visto que a norma estabelece tal parametro. Para o
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produto em teste, o tempo de exposicdo € um fator determinante para a correta acao

do bioinseticida.

5.3 ANALISE TOXICOLOGICA AGUDA EM CONSUMIDORES SECUNDARIOS
(PEIXES)

Diante do alto indice de degradagdo do BBA-UNIVILLE, foram adotados
apenas os testes agudos para 0s peixes.

A sensibilidade dos organismos a determinados agentes pode mudar em
funcdo das condicdbes ambientais (temperatura, pH e oxigénio dissolvido)
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

A temperatura da agua, no inicio dos experimentos, era de aproximadamente
20°C, sendo que ao término dos mesmos, apos a radiacdo solar simulada, havia se
elevado para até 28°C. J4 o pH variou entre 6,5 e 7,5 antes e apos a diluicdo do
BBA-UNIVILLE, revelando a neutralidade do meio. O oxigénio dissolvido manteve-se
em 8,0 mg/L. Esses dados evidenciam que as condi¢cbes controladas de laboratério
nao exerceram tanta influéncia nos resultados de toxicidade aguda para os peixes
testados, pois 0s valores se mantiveram nos niveis de tolerancia para as espécies

testadas.

5.3.1 Cyprinus sp. (Carpa Colorida)

Segundo Moreira et al. (2001), as carpas, pela sua capacidade de resistir
auma ampla faixa de temperatura, sdo hoje animais cosmopolitas, sendo que
seu crescimento 6timo se da com temperatura média de 28°C. Seu crescimento

pode ser afetado por temperaturas abaixo de 15°C. Estas ndo se reproduzem
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qgquando a temperatura cai abaixo de 20°C, e ndo ingerem alimentos quando a
temperatura da agua € inferior a 4°C. Resistem bem as quedas do teor de oxigénio
dissolvido, suportando até 3,2 mg/L. Porém, para de se alimentar com nivel de 2,5
mg/L e pode morrer com 0,8 mg/L.

A ClLso foi calculada em 16,55 mg/L de BBA-UNIVILLE para as larvas de
Cyprinus sp. em presenca de luz (Fig. 28). Porém, observou-se nos controles
(auséncia de luz) que o valor de CLso foi calculado em 20,30 mg/L. Para que o
bioinseticida tenha um efetivo efeito, é preciso que ele seja exposto a luz, o que

comprova a menor CLsp em comparacdo ao controle.

120 -
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80
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i 20 40 60
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Figura 28 — Porcentagem de mortalidade de larvas de Cyprinus sp. expostas ao BBA-
UNIVILLE, com incubacgéo de 3h na escuriddo e 3h em exposi¢éo a luz solar simulada. CLsg
= 16,55 mg/L. Cada ponto no gréfico corresponde a 10 exemplares, caracterizando uma
amostra.
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5.3.2 Astyanax bimaculatus (Lambari)

A sensibilidade das espécies nativas colabora, e muito, para estudos de
toxicidade, visto que elas respondem melhor as condicdes encontradas nos
ambientes naturais onde vivem (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Apesar da
apurada sensibilidade, o valor de CLsg (29,96 mg/L, Fig. 29) mostra que esta espécie
nativa € muito resistente ao BBA-UNIVILLE, sendo o valor mais alto obtido em toda
a pesquisa. Talvez esta resisténcia tenha sido uma estratégia para que a espécie
fugisse do estresse de estar sendo retirada do seu ambiente natural para o teste,
podendo refletir um resultado diferente se o produto for testado em um rio onde

ocorre o lambari.

% de mortalidade

D 10 20 30 40 50 60 70

BBA-Univille (mg/L)

Figura 29 — Porcentagem de mortalidade de larvas de Astyanax bimaculatus expostas ao
BBA-UNIVILLE, com incubacado de 3h na escuriddo e 3h em exposi¢ado a luz solar simulada.
ClLso = 29,96 mg/L. Cada ponto no gréfico corresponde a 10 exemplares, caracterizando
uma amostra.
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Nas representacdes graficas, verificou-se a curva sigmoéide, ou seja,
“concentragdes abaixo das quais ndao ocorrem respostas adversas e concentragoes
acima de um valor que determinam efeitos deletérios sobre os organismos-teste”
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008, p.221). De acordo com 0os mesmos autores, a
reta tracada para representar a verdadeira CLsp, aponta que a inclinacdo da mesma
indica a variabilidade, a faixa de sensibilidade e o modo de acdo do composto

testado.
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6 CONCLUSOES

O objetivo maior desta pesquisa foi alcancado com éxito, visto que todas as
amostragens renderam resultados que forneceram a resposta procurada quando da
proposta de teste do novo produto.

Para o teste agudo em fotoperiodo de 48h com E. gracilis, a CLsp média de
12,73 mg/L dos parametros analisados, revelou que o valor esta acima do descrito
na literatura para matar mosquitos de doencas parasitarias humanas. Ja para o teste
crénico, também em fotoperiodo, mas de sete dias com E. gracilis, a CEO observada
atingiu 7 mg/L, um valor mais aproximado do citado na literatura, revelando-se um
valor perigoso se 0 micro-organismo ficar exposto pelo periodo de tempo supra
citado ao bioinseticida.

D. similis revelou valores mais baixos, sendo que no teste agudo em
fotoperiodo de 48h, a ClLso foi calculada em 8,87 mg/L e no teste crdnico, em
fotoperiodo e em 21 dias, concentracfes acima de 4 mg/L sdo consideradas de
efeito sobre a capacidade de gerar descendentes deste micro-organismo.

Ja para os peixes foram encontrados valores mais elevados, sendo a CLs, de
16,55 mg/L para Cyprinus sp. e de 29,96 mg/L para A. bimaculatus, estabelecendo
uma faixa segura de utilizacédo do produto que néo afetara a fauna em questéo.

Esses dados refletem que o nivel tréfico do organismo pode tornar
determinante a sua resposta negativa frente as mudancas na qualidade do
ambiente.

Sugere-se que testes mais abrangentes (cronico em peixes), envolvendo
outros organismos da cadeia alimentar, sejam elaborados a fim de que se possa

afirmar com seguranca a utilizacao do produto.
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