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RESUMO – O aumento do uso de agrotóxicos no combate às pragas agrícolas pode acarretar na contaminação de recursos hídricos, e possivelmente na mortalidade dos peixes. Objetivou-se classificar o inseticida fipronil (Regent® 800WG) pela toxicidade aguda (CL50;48h) ao peixe pacu (Piaractus mesopotamicus), e avaliar a ocorrência de alterações na qualidade da água pelas diluições do fipronil durante os ensaios de toxicidade aguda. Para tanto, os peixes, no estádio de jovens (1 a 3 g), permaneceram por sete dias em sala climatizada de teste com a temperatura controlada entre 25 ± 2 ºC. Os testes foram conduzidos em sistema estático em delineamento inteiramente casualizado com três repetições e três animais por réplica. A CL50;48h foi calculada pelo software Trimmed Spearman-Karber. O controle da sensibilidade dos animais foi realizado em testes de toxicidade aguda com a substância referência cloreto de potássio (KCl) e a CL50;48h calculada foi de 1,37 g.L-1. Após a avaliação da sensibilidade, foram realizados ensaios preliminares para estabelecer o intervalo de concentrações de fipronil que causa zero e 100% de mortalidade dos peixes. A seguir, foram realizados ensaios definitivos com as concentrações de 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 mg.L-1 e um controle. As características físico-químicas da água foram registradas em 0, 24 e 48 horas de exposição. A CL50; 48h do fipronil para o pacu calculada foi 0,45 mg.L-1. O inseticida é classificado como altamente tóxico para o pacu. As diluições de fipronil testadas não interferem nas variáveis de qualidade de água durante os ensaios. 
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Introdução


O aumento do uso de pesticidas nas plantações para o combate de pragas agrícolas, vegetais ou animais, visa garantir a produtividade e está intimamente ligado ao aumento populacional mundial e a crescente demanda de alimentos (SANCHES et al., 2003).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, sendo a região centro-sul considerada a maior área de produção (SINDAG, 2006). A partir do crescimento da produção de cana-de-açúcar, é necessária a utilização de inseticidas no controle de pragas. O fipronil é uma substância derivada do fenilpirazol que atua como inibidora não competitiva do GABA e está entre os inseticidas mais utilizados no controle de insetos prejudiciais à cultura de cana-de-açúcar, como cupim, besouros e broca da cana (OHI et al., 2004). 


Estudos sobre a eficácia do fipronil demonstram que o mesmo pode ser utilizado no controle de uma ampla variedade de insetos em cultivo de arroz (BALANÇA e DE VISSCHER, 1997) e de verduras e frutas (ZHAO et  al., 1995; STEVENS et al., 1998). Além disso, o fipronil atinge insetos resistentes a outros produtos utilizados como os inseticidas piretróides, organofosforados e carbamatos (BOBE et al., 1997).

 No entanto, a utilização deste inseticida em grandes quantidades pode gerar resíduos no ambiente, principalmente nos recursos hídricos próximos às áreas nas quais foi utilizado. De acordo com Manrique et al. (2013), não existem informações suficientes sobre os impactos que este inseticidas e os demais agrotóxicos utilizados podem causar nos sistemas aquáticos. 


A contaminação de recursos hídricos com inseticidas pode levar à mortalidade dos peixes, bem como de zooplâncton, além de poder afetar nas taxas de crescimento, reprodução e comportamento dos animais aquáticos (VAN DER OOST et al., 2003).

Os bioensaios realizados em laboratório em condições controladas e com o uso de organismos vivos (algas, microcrustáceos, moluscos, peixes e outros) são importantes na avaliação da toxicidade de águas contaminadas com substâncias químicas. Além disso, estes bioensaios permitem estimar efeitos dos xenobióticos em determinadas concentrações ou dosagens para uma determinada espécie (RAMSDORF, 2007).


Ensaios ecotoxicológicos podem ser importantes ferramentas na predição (ESPÍNDOLA et al., 2003), antecipação e no diagnóstico de possíveis impactos  ecológicos causados pelos compostos tóxicos (CALOW, 1993), e podem ser utilizados para a classificação, regulação e mapeamento da contaminação  (CAIRNS et al., 1998).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma das espécies de peixes de água doce de grande importância para a dieta alimentar brasileira e para a pesca esportiva, além de ser uma das espécies mais representativas de peixes nativos de pisciculturas brasileiras (LOPES, 2000).

Portanto, objetivou-se classificar o inseticida fipronil (Regent® 800WG) pela toxicidade aguda (CL50;48h) ao peixe pacu (Piaractus mesopotamicus) e avaliar a ocorrência de alterações na qualidade da água pelas diluições do fipronil durante os ensaios de toxicidade aguda.

Material e Métodos


Os ensaios para a avaliação da toxicidade aguda do fipronil foram realizados no Laboratório de Ecotoxicologia dos Agrotóxicos e Saúde Ocupacional do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da UNESP, Campus de Jaboticabal, associado ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), de acordo com a norma 15088:2011 (ABNT, 2011).

A formulação comercial utilizada é identificada como Regent® 800WG, que possui 80% do ingrediente ativo fipronil em sua composição, fabricada pela empresa BASF S.A e registrada no Brasil sob o número 05794 (AGROFIT, 2007).
Os animais juvenis foram mantidos por um período de quarentena em caixas com capacidade de 500 L de água, com fluxo contínuo e alimentados com ração comercial uma vez ao dia para a avaliação da sanidade dos animais. Após a quarentena, os peixes selecionados com peso entre 1 e 3 gramas foram aclimatados em sala de bioensaio em tanques com capacidade para 250 litros por sete dias, à temperatura de 25 ± 2 ºC.
Os testes foram conduzidos em sistema estático em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com três repetições e três animais por réplica. Os registros de mortalidade dos peixes foram utilizados para calcular os valores da concentração letal inicial mediana CL50;48h pelo método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977). A CL50;48h foi classificada de acordo com Zucker (1985) (Tabela 1).
Tabela 1. Valores de toxicidade aguda e classificação toxicológica de acordo com Zucker (1985).
	Valores de Toxicidade Aguda (mg L-1)
	Classe de toxicidade aguda

	CL50/CE50/CI50 < 0,1

0,1 < CL50/CE50/CI50 < 1

1 < CL50/CE50/CI50 < 10

10 < CL50/CE50/CI50 < 100

CL50/CE50/CI50 > 100
	Altamente Tóxico

Muito tóxico

Moderadamente Tóxico

Pouco tóxico

Praticamente Não Tóxico


Para a avaliação da sensibilidade dos organismos teste foram realizados ensaios de sensibilidade com substância referência cloreto de potássio (KCl). 

Após a avaliação de sensibilidade, foram realizados ensaios preliminares para estabelecer o intervalo de concentração de fipronil que causa zero e 100% de mortalidade. A seguir, foram realizados os ensaios definitivos a partir do intervalo de mortalidade obtido. Para tanto, foram utilizados peixes com peso entre 1,0 e 3,0 gramas, na densidade máxima de 1,0 g.L-1 de água (ABNT, 2011). Foram testadas cinco concentrações (0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 mg.L-1) e um controle.
Os ensaios foram conduzidos em aquários contendo três litros de solução teste (água + fipronil), em sistema estático, sem substituição e sifonagem de água e sem alimentação dos animais durante a exposição de 48 horas. A avaliação da mortalidade foi realizada diariamente com a retirada dos peixes mortos dos recipientes. As variáveis de qualidade de água (temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade elétrica) foram registradas em 0, 24 e 48 horas de exposição. 
Resultados e Discussão

A CL50;48h do KCl para o pacu foi de 1,37 g.L-1, com limite superior de 1,66 g.L-1 e inferior de 1,14 g.L-1. Este valor está dentro do limite estabelecido na carta controle de sensibilidade e sanidade desta espécie no laboratório, e garante a aceitabilidade dos resultados dos testes com o fipronil.


A mortalidade variou de 11,11 a 100% dos animais expostos. A toxicidade aguda (CL50;48h) do fipronil foi de 0,45 mg.L-1 e este inseticida pode ser classificado como altamente tóxico para esta espécie com base na classificação de Zucker (1985) (Tabela 2).
Tabela 2. Relação concentração-mortalidade do fipronil para o peixe pacu.

	Ensaio para o pacu (Piaractus mesopotamicus)

	Concentração (mg.L-1)
	Mortalidade total
	% de mortalidade

	0,0
	0
	0,0

	0,1
	0
	0,0

	0,3
	1
	11,11

	0,5
	4
	44,44

	0,7
	9
	100,0

	Limite superior
	0,56 mg.L-1

	CL50;48h
	0,45 mg.L-1

	Limite inferior
	0,36 mg.L-1

	Classificação
	Altamente tóxico

	Equação linear
	y = 135,76x - 11,41

	R2
	0,89



O valor da CL50;48h do fipronil para o pacu foi próximo à CL50;96h para o peixe truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) no valor de 0,248 mg.L-1 (USEPA, 1996).


Além disso, a CL50;48h do fipronil para o pacu foi maior que a CL50;96h determinada para o peixe guarú (Poecilia reticulata) (0,09 mg.L-1) determinada por Manrique e colaboradores (2013). Da mesma forma, a CL50;48h do fipronil foi maior que as concentrações que causaram alteração no número de eritrócitos (0,10 ug.L-1) e alteração no DNA (0,23 ug.L-1) dos peixes da espécie Rhamdia quelen em estudo de genotoxicidade realizado por Ghisi et al. (2011). 


Mesmo sendo menos sensível ao fipronil que as demais espécies citadas, o pacu ainda apresenta alta sensibilidade, podendo ser considerado um bom bioindicador ecotóxicológico para este inseticida.


Durante os ensaios de toxicidade aguda do fipronil, foram observados os sinais intoxicação nos peixes como: natação errática, permanência dos animais na superfície sem a buscar oxigênio na interface água-ar, espasmos musculares caracterizados pela velocidade repentina dos animais durante a natação e o escurecimento na coloração dos peixes.


O fipronil é um inseticida fenil pirazólico que atua na passagem de íons cloreto pelos canais de cloro dos neurônios, processo que é regulado pelo ácido gama aminobutírico (GABA) (MOHLER et al., 2004). Portanto, este inseticida atua no sistema nervoso e é provavelmente a causa dos sinais de intoxicação observados.


De acordo com os dados de qualidade de água coletados durante os ensaios, verificou-se que o fipronil não causa alterações nas variáveis de qualidade de água durante os ensaios de toxicidade aguda (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrão das variáveis de qualidade de água em 0, 24 e 48 horas após a administração do fipronil nos aquários.

	Concentração

(mg.L-1)
	Temperatura (ºC)
	Desvio

padrão
	pH
	Desvio

padrão

	0,0
	24,0
	0,62
	8,4
	0,15

	0,1
	23,9
	0,55
	8,1
	0,12

	0,3
	24,1
	0,49
	8,0
	0,13

	0,5
	24,2
	0,44
	7,9
	0,17

	0,7
	24,1
	0,71
	8,0
	0,15


	Concentração

(mg.L-1)
	Condutividade elétrica

(µS.cm-1)
	Desvio

padrão
	Oxigênio dissolvido

(mg.L-1)
	Desvio

padrão

	0,0
	174,2
	3,90
	3,9
	0,52

	0,1
	172,1
	3,35
	3,4
	0,65

	0,3
	173,6
	4,30
	2,9
	1,13

	0,5
	175,0
	4,16
	2,7
	1,28

	0,7
	172,5
	1,77
	3,5
	0,85



Poucos são os estudos sobre os efeitos ecotoxicológicos do inseticida fipronil no ambiente aquático, bem como poucos são os estudos conduzidos com peixes de água doce da América do Sul para avaliação de toxicidade (WILHELM FILHO et al., 2001;  AKAISHI et al., 2004; RABITTO et al., 2005).
Conclusões

O fipronil (Regent® 800WG) classifica-se com altamente tóxicos para o peixe da espécie pacu (P. mesopotamicus) e as diluições não interferem nas variáveis de qualidade de água durante os ensaios de toxicidade aguda.
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