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Resumo

O fluazuron € um medicamento utilizado no controle de parasitas bovinos, sendo
este um inibidor da sintese da quitina em insetos, altamente eficaz no controle
estratégico em carrapatos bovinos. Apés a administracdo do fluazuron em animais,
altos indices de excrecao do ingrediente ativo (i.a.) na sua forma inalterada podem
ocorrer através de fezes e urina, constituindo-se potencial contaminante do solo.
Quando depositados no solo, os xenobidticos (ex. fluazuron) podem causar efeitos
adversos a fauna e, consequentemente, aos servicos ecossistémicos a ela
associados. O presente trabalho teve o objetivo de avaliar os impactos do acaricida
fluazuron sobre uma espécie de invertebrados da fauna do solo. Para tal foram
realizados ensaios ecotoxicologicos terrestres a fim de determinar os impactos da
utilizacdo deste farmaco sobre a sobrevivéncia, reproducdo e comportamento de
colémbolos Folsomia candida. Os ensaios foram realizados em Solo Artificial
Tropical (SAT), em laboratério com condicdes de temperatura e luminosidade
controladas. Os colémbolos foram expostos a concentracdes de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e
10,0 mg de fluazuron kg™ de solo seco, bem como a dois controles: 4gua deionizada
e solvente (acetona). Efeitos negativos na reproducdo dos colémbolos foram
verificados a partir da concentracéo de 5,0 mg kg™ e, além disso, verificou-se que os
organismos evitaram 0s solos contaminados com todas as concentragdes testadas,
sendo estimado um valor de ACsy (concentracdo que causa fuga de 50% dos
organismos) igual a 1,78 mg kg™®. Os resultados demonstraram efeitos negativos
sobre a reproducdo e comportamento dos colémbolos expostos ao medicamento
veterinario fluazuron em solo artificial, evidenciando o potencial téxico do farmaco
sobre organismos edaficos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia Terrestre; Benzoilfeniluréias; Colémbolos.

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF FLUAZURON IN THE SOIL: EFFECTS
ON THE SPECIES Folsomia candida
Abstract

Fluazuron is used in the control of bovine parasites, the drug is an inhibitor of chitin
synthesis in insects, highly effective in the strategic control of bovine ticks. Following
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administration of fluazuron in animals, high levels of excretion of the active ingredient
(i.,a.) in its unchanged form may occur through faeces and urine, constituting a
potential contaminant of the soil. When deposited in the soil, xenobiotics (example
fluazuron) may cause adverse effects on fauna and, consequently, ecosystem
services associated with it. The present work had the objective of evaluating the
impacts of the acaricide fluazuron on a species of invertebrates of the fauna of the
soil. For this, terrestrial ecotoxicological tests were carried out in order to determine
the impacts of the use of this drug on the survival, reproduction and behavior of
Folsomia candida. The tests were carried out in Tropical Artificial Soil (SAT), in a
laboratory with controlled temperature and luminosity conditions. Collembolans were
exposed to concentrations of 0.5; 1.0; 3.0; 5.0 and 10.0 mg of fluazuron kg™ dry soil,
as well as two controls: deionized water and solvent (acetone). Negative effects on
collembolans reproduction were verified from the concentration of 5.0 mg kg™. In
addition, it was verified that the organisms had an avoidance behavior of
contaminated soils with all the concentrations tested, being estimated a value of ACsg
(Concentration that causes a 50% leakage of organisms) equal to 1.78 mg kg™. The
results showed negative effects on the reproduction and behavior of the exposed
fluazuron collembolans in artificial soil, evidencing the toxic potential of the drug on
edaphic organisms.

Keywords: Terrestrial Ecotoxicology; Benzoylphenylureas; Collembolans.

1. Introducéo

A pecuaria no Brasil tem destaque mundial devido alta produtividade. O
rebanho efetivo de bovinos no pais é expressivo, com numeros que lhe confere o
titulo de segundo maior produtor mundial, com cerca de 212,3 milhdes de cabecas
em 2014, e também a posi¢cdo de pais com maior exportacdo de carne bovina no
mundo (BRASIL, 2016).

O desenvolvimento da bovinocultura, o qual esta relacionado ao
melhoramento genético, a incorporacdo de tecnologias, seguranca e qualidade em
producdo, é irrefutdvel no Brasil. Todavia, também devem ser considerados 0s
prejuizos da atividade, entre os quais se destacam aqueles decorrentes do
parasitismo causado por espécies que persistem no corpo do animal durante seu
desenvolvimento. De acordo com Farias (2014), os prejuizos causados pela
ocorréncia de espécies parasitarias, tal como sdo os carrapatos, devem-se a
reducdo de peso, a queda na produtividade leiteira, as falhas reprodutivas, lesdes na
pele, transmissédo de patdgenos, além do aumento de despesas com medicamentos

curativos.
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Atualmente, a forma mais eficaz de combater os carrapatos é através do
controle quimico, que se da pelo uso de formulacdes comerciais de diferentes
classes (inseticidas, acaricidas e carrapaticidas) e principios ativos. Estas
substancias sao frequentemente administradas nos animais quando os carrapatos
estdo na fase parasitaria. Além da toxicidade dos compostos antiparasitarios para o0s
carrapatos, Souza (2008) alerta sobre o potencial téxico destes produtos aos
humanos expostos e aos animais tratados, além dos riscos ambientais advindos da
permanéncia das substancias ativas nos compartimentos ambientais, as quais
também sdo potencialmente prejudiciais as demais populacdes dos ecossistemas.

Os antiparasitarios utilizados no controle dos carrapatos séo classificados em
dois maiores grupos de acdo: de contato ou sistémicos. Os antiparasitarios de
contato causam toxicidade de maneira direta no parasita, causam toxicidade nas
células em que tém contato. Por outro lado, os produtos sistémicos sao distribuidos
pela corrente sanguinea do animal tratado, até atingir os 6rgaos vitais do parasita,
onde causam a toxicidade (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2005). Os grupos
quimicos mais utilizados no controle de parasitas sdo: Organofosforados,
Piretréides, Formamidinas, Avermectinas, Fenilpirazéis e as Benzoilfeniluréias, os
quais podem ser aplicados nos animais por meio de pulverizagédo, imersao, injecéo
ou pour on (aplicacdo sobre o dorso do animal) (FURLONG; SALES, 2007).

Dentre as substancias utilizadas no controle dos carrapatos, Mendonca
(2010) destaca o ingrediente ativo (i.a.) fluazuron, pertencente ao grupo quimico das
Benzoilfeniluréias. O fluazuron é um antiparasitario regulador de crescimento de
artropodes, pois interfere na producéo de quitina - substancia que enrijece a cuticula
dos carrapatos - impossibilitando a mudanca de estagio de desenvolvimento, o
crescimento e, consequentemente, impedindo a sua reproducdo. A administracao de
fluazuron nos animais é feita na forma de pour on, e sua recomendacao técnica de
tratamento consiste na dosagem entre 1,5 a 2,5 mg de ingrediente ativo por kg de
peso corporal vivo, o qual pode ser repetido entre 3 a 6 meses (FURLONG e
SALES, 2007; EMEA, 2006).

O fluazuron é altamente lipofilico, sendo depositado por semanas na gordura
corporal do animal tratado, onde entdo € liberado lentamente para o sangue
podendo atingir o parasita ou entdo ser excretado (EMEA, 2006). Este efeito de
longa duracdo, além de caracteristicas como elevada especificidade, baixa

toxicidade para mamiferos e atividade em baixas concentragdes, conferem ao



fluazuron um carater de antiparasitario promissor no controle estratégico de
carrapatos (VIEIRA, 2009).

Uma das formulacées comerciais a base de fluazuron é o produto Acatak®. De
acordo com as recomendacdes técnicas, este produto apresenta-se como adequado
no controle estratégico de espécies parasitérias e a aplicacdo deve ser feita em
todos os animais do rebanho, antes do inicio de infesta¢cdes sazonais.

Ap6s a aplicacdo do medicamento Acatak® no animal, parte do fluazuron
pode ser metabolizado e outra parte, que néo é transformada, pode ser excretada na
forma de fezes e urina, posteriormente. Testes experimentais realizados em bovinos
ressaltam os altos indices de excrecao do fluazuron, ao se realizar a injecao
subcutanea de doses de 1,5 mg kg™ de peso corporal de fluazuron em bovinos. Foi
observado que cerca de 62 a 81% do farmaco foi excretado na sua forma inalterada
(FAO, 1998), o que pode atribuir riscos ambientais ao uso deste medicamento.

De acordo com Melo et al. (2008), ap6s o uso de farmacos em organismos
Vivos, seja em humanos ou em animais, a excrecdo do medicamento pode ocorrer
parcialmente na sua forma original ou em seus metabdlitos. Quantidades entre 40 a
90% da dose ingerida podem ser eliminadas e dispostas no ambiente, contudo, a
rota dos farmacos nos compartimentos ambientais é de dificil determinacéo, pois
depende de diferentes caracteristicas e propriedades de cada local.

Considerando que a eliminacdo destes medicamentos pelos animais tera
como destino final o solo, entre outros compartimentos ambientais e diante do alto
indice de eliminacdo do fluazuron em fezes de animais tratados, torna-se
questionavel os impactos dessa substancia aos individuos da fauna do solo. Sabe-
se gue estes organismos exercem funcdes essenciais na ciclagem de nutrientes e
manutencdo de processos que asseguram a conservacdo do sistema ativo e
sustentavel (ALVES & CARDOSO, 2012).

S&80 poucos os estudos relacionados aos impactos de medicamentos
veterinarios nos organismos invertebrados do solo (NUNES, DAAM e ESPINDOLA,
2016; KRYGER et al., 2007; KRYGER, DESCHODT e SCHOLTZ, 2005; ZORTEA,
2014). Zortéa (2014) desenvolveu testes ecotoxicolégicos para determinar os efeitos
da aplicacdo de diversos farmacos no solo. Os testes foram realizados em Solo
Artificial Tropical (SAT) para verificar impactos sobre a reproducdo de colémbolos da
espécie Folsomia candida, e o0s resultados deste demonstraram que 0sS

medicamentos com principio ativo Fipronil e Ivermectina apresentaram reducao



significativa da reprodugao de colémbolos nas menores doses testadas (0,3 e 2,0
mg de ingrediente ativos kg’ de solo seco, respectivamente). Efeitos negativos na
reproducdo de colémbolos expostos a doses crescentes de fluazuron foram
observados a partir da dose 0,8 mg kg®, enfatizando o potencial téxico aos
colémbolos, mesmo em doses baixas de diferentes farmacos empregados no
controle de parasitas bovinos (ZORTEA, 2014).

Segundo Alves e Cardoso (2016), considera-se uma das ferramentas mais
relevantes de investigacdo de substancias no ambiente a utilizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos laboratoriais padronizados com invertebrados terrestres. Estes
ensaios podem auxiliar na avaliacdo dos perigos dos contaminantes no solo e, por
vezes, sdo suficientes para determinar os niveis de risco ecologico e os limites
aceitaveis de exposicdo dos contaminantes para a biota do solo e para os seres
humanos (SHUGART, 2009 apud ALVES e CARDOSO, 2012).

De acordo com Alves e Cardoso (2016), os colémbolos da espécie Folsomia
candida sdo usualmente utilizados em testes ecotoxicolégicos padronizados, pois
esta espécie apresenta sensibilidade a presenca de contaminantes no solo e as
respostas obtidas nos ensaios podem apontar niveis de estresse ambiental e
identificar o risco ecolégico da substancia teste.

Diante da vulnerabilidade reconhecida pelo uso indiscriminado de substancias
antiparasitarias no meio rural, torna-se necessario averiguar 0S [riSCOS
ecotoxicolégicos da disposicdo do fluazuron no solo, a fim de determinar as
concentracdes limites de exposicdo para proteger os organismos da fauna do solo.
Frente a isso, o objetivo deste estudo foi avaliar os impactos da formulagao
comercial Acatak® (i.a. fluazuron) sobre a sobrevivéncia, reproducdo e
comportamento de colémbolos da espécie Folsomia candida, através de ensaios

ecotoxicoldgicos terrestres.

2. Materiais e Métodos

A realizacdo de testes ecotoxicologicos seguiram metodologias descritas pela
ISO (International Organization for Standardization) para os ensaios de reproducao
(toxicidade cronica) e comportamental (teste de fuga). Os organismos utilizados nos

ensaios foram criados em ambiente laboratorial e a substancia testada foi o produto



comercial Acatak®, com principio ativo fluazuron. Os ensaios foram realizados em

solo artificial e mantidos em temperaturas controladas.

2.2. Organismos Teste

Os organismos utilizados nos testes ecotoxicologicos foram colémbolos da
espécie Folsomia candida, criados em laboratério em ambiente controlado. O
ambiente de criacao foi constituido de temperatura de 20 £ 1° C e fotoperiodo de 12
horas.

O substrato de cultivo dos colémbolos € composto por gesso e carvao ativado
na proporcao de 10:1, respectivamente. Para umidificar o meio foram adicionadas 60
g de agua deionizada para cada 100 g da mistura. Os recipientes plasticos para a
criagdo dos organismos tinham dimensdes de 10 cm de diametro e 6 cm de altura e
possuiam tampas com pequenas perfuragcbes que permitam a troca gasosa. O
alimento utilizado para a criacdo dos colémbolos foi fermento biolégico seco,
oferecido aproximadamente 10 g aos organismos com frequéncia quinzenal
juntamente com algumas gotas de agua deionizada. Por recomendacdo da ISO
(1999), foram retirados os restos de alimento antes de alimentar novamente, a fim
de nao deixar acumular alimento no recipiente.

Para realizar os testes de toxicidade crdnica, foram utilizados organismos com
idade sincronizada, com 10 a 12 dias de vida. Para isso, individuos adultos
provenientes de placas selecionadas foram adicionados em um recipiente para
oviposicdo durante dois dias, e entdo os adultos foram removidos. Apos o inicio da
eclosdo dos ovos do recipiente de ovoposi¢cdo, foram retirados os demais ovos e
contabilizada a idade dos organismos. Decorridos 10 dias do inicio da eclosédo, os

colémbolos estavam aptos a serem empregados nos testes.

2.3. Solo Teste

O solo empregado nos testes foi uma adaptacdo do solo artificial OECD
(1984), denominado Solo Artificial Tropical (SAT) por Garcia (2004). Este solo foi
composto pela mistura de 75% de areia, 20% de argila branca (caulim) e 5% de fibra

de coco.



Com base nas recomendagbes da ISO 11267 (1999), o pH do SAT foi
corrigido para 6,0 £ 0,5 pela adicdo de carbonato de calcio (CaCO3). Além disso, a
guantidade de agua no solo foi ajustada para 65% da capacidade maxima de

retencdo de agua no solo.

2.4. Substancia Teste

Para realizacdo dos testes ecotoxicologicos, o SAT foi contaminado com
doses crescentes do farmaco Acatak® com principio ativo fluazuron. As
concentracdes testadas foram de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 mg de fluazuron por kg™
de solo seco (mg kg™), as quais foram selecionadas com base no estudo realizado
por Zortéa (2014), que aferiu efeitos significativos de fluazuron em teste de
reproducdo com Folsomia candida em doses a partir de 0,8 mg kg™, através do uso
produto comercial Acatak®.

Considerando que fluazuron é uma substancia insolivel em agua, foi
empregada acetona pura (99%) para solubilizacdo da substancia teste, na propor¢ao
de 25 mL de acetona para cada 100 g da fracdo areia do SAT. Apés a diluicdo do
produto com a acetona, as adicbes da solugdo (acetona + fluazuron) ocorreram
separadamente nas concentracdes especificadas na fracao areia do SAT. A mistura
areia + tratamento foi homogeneizada. A seguir, a areia permaneceu em uma capela
de exaustdo durante 24 horas para deixar evaporar os residuos de solvente e, em
seguida, foram adicionados os volumes restantes da fracédo areia, o caulim e a fibra
de coco, necessarios para compor o SAT.

Além das concentracbes especificadas, foram realizados dois tratamentos
controles, nos quais ndo ha a adicdo de farmaco. Em um dos controles foi
adicionado somente agua deionizada e no outro controle foi utilizado somente o
solvente no solo, com a devida correcdo da umidade com agua deionizada e em
concentracdo igual & maior concentracdo de solvente utilizada para a diluicdo da
concentracéo de 0,5 mg de fluazuron (24,93 mL de acetona), a fim de verificar a

influéncia dessa substancia nos resultados obtidos.



2.5. Teste de Reproducao

Testes de toxicidade crénica com colémbolos da espécie Folsomia candida
sdo padronizados pela ISO 11267 (1999), a qual descreve a metodologia a ser
seguida para testar os efeitos de substancias quimicas na reproducdo de
colémbolos em solo artificial.

A duracdo do teste foi de 28 dias e ocorreu em ambiente laboratorial com
condicBes de temperatura controlada de 20 + 1° C e fotoperiodo 12 h.

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados recipientes de plastico com
tampa perfurada para entrada de ar. As dimensdes do recipiente para 0s testes sao:
7,5 cm de diametro e 6,0 cm de altura. Foram adicionados 30 g de solo umido em
cada recipiente com a respectiva concentracdo do produto a ser testado, juntamente
com 10 colémbolos juvenis (com idade entre 10 e 12 dias). Foram realizadas cinco
repeticbes para cada dose testada e oito repeticbes para os controles.

Os organismos foram alimentados no momento da instalacdo do ensaio e
apos 14 dias do inicio do teste. Para tal, foram adicionadas quantidades
aproximadas de 2 mg de fermento bioldgico seco em cada recipiente teste,
juntamente com 10 gotas de agua deionizada sobre o alimento.

Apbs 28 dias da montagem dos testes, foram realizadas as avaliagdes da
reproducdo e sobrevivéncia dos colémbolos. Cada recipiente contendo o solo
contaminado/controle foi preenchido com agua para forcar a flutuacao dos individuos
vivos e entdo foram adicionadas algumas gotas de tinta preta para aumentar o
contraste entre a agua e organismos. A mistura foi revolvida cuidadosamente com o
auxilio de uma espatula e, apés a flutuacdo dos organismos, foi possivel contabilizar
visualmente o numero de colémbolos adultos sobreviventes. Para a contagem do
namero de juvenis, foram tiradas fotografias com vista superior do recipiente, com
equipamento de alta resolucdo. A contagem do numero de individuos juvenis
gerados foi realizada com o auxilio de um software computacional (ALVES, 2015).

De acordo com a ISO 11267 (1999), devem ser cumpridos 0s seguintes
critérios para validacao dos testes de toxicidade crénica: a taxa de reproducéo deve
atingir um minimo de 100 juvenis por recipiente do tratamento controle, a letalidade
dos adultos ndo deve exceder 20% nos recipientes controles e o coeficiente de

variagcéo da reproducao no controle ndo deve ser maior do que 30%.
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2.6. Testede Fuga

O teste de fuga foi realizado seguindo a metodologia da ISO 17512-2 (2008).
O recipiente plastico utilizado tinha dimensdes de 7,5 cm de diametro e 6 cm de
altura, e foi dividido em duas partes iguais por um divisor plastico introduzido no
centro. Em um dos lados do recipiente, foram adicionados 30 g de solo contaminado
e do outro lado 30 g de solo controle (sem adicdo de contaminante ou solvente).
Para o tratamento controle, foram adicionados 30 g de solo umido em cada lado
(sem adicdo de contaminante ou solvente). Para os controles contendo solvente, em
um dos lados do recipiente foram adicionados 30 g de solo controle e do outro lado
30 g de solo contendo apenas solvente e agua deionizada para corre¢do do pH.
Foram realizadas quatro repeticdes para cada tratamento e cinco repeticdes para 0s
controles.

Ap6s a adicédo do solo nos compartimentos, a divisoria plastica foi removida e,
sobre a linha de separacédo visual das partes, foram adicionados 20 colémbolos
adultos. Os organismos ndo foram alimentados durante o ensaio e 0s recipientes
foram cobertos com tampa perfurada para permitir a entrada de ar.

O teste de fuga teve duracdo de 48 horas. Decorrido o tempo do ensaio, 0
anteparo divisorio foi colocado novamente e o solo de cada lado foi transferido
cuidadosamente para recipientes individuais, para facilitar a contagem dos
colémbolos. Com o solo no recipiente individual, a amostra foi submergida com agua
e algumas gotas de tinta preta foram adicionadas para facilitar a contagem dos
individuos vivos (que flutuaram). Com isso, foi possivel determinar visualmente o
namero de individuos presentes em cada lado do recipiente, aferindo o efeito de
fuga que os organismos tiveram diante do solo contaminado.

De acordo com a ISO 17512-2 (2008), devem ser cumpridos 0s seguintes
critérios de validacdo dos testes de comportamento para os colémbolos: a taxa de
mortalidade deve ser inferior a 20%, e a distribuicdo dos organismos nos recipientes
controles (com agua) devera estar entre de 40 a 60%, demonstrando nao haver

preferéncia significativa em um dos lados.
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2.7. Anédlise dos Dados

Os resultados dos ensaios de reproducédo foram testados através de analise
de variancia (ANOVA) e, em caso de diferenca significativa, os valores médios dos
tratamentos foram comparados com o0s controles pelo teste de Dunnett, por meio do
software R 3.0.2., a fim de determinar as concentracdes que causaram reducéo
significativa no numero de juvenis (p<0,05), quando comparadas ao controle. A partir
destes resultados, foram determinados os valores de NOEC (maior dose testada
sem efeito observado) e LOEC (menor dose testada com efeito observado) dos
ensaios de toxicidade cronica (reproducao). A sobrevivéncia dos colémbolos ao final
do teste de reproducdo também foi avaliada estatisticamente, a fim de determinar
efeitos e valores de NOEC e LOEC para a letalidade sobre os organismos adultos
no final do teste de reproducéao.

Para os ensaios de reproducéo foram determinados ainda os valores de ECy
(concentracdo que reduz a reproducdo dos organismos em X%, em relacdo ao
controle). As concentracbes de EC,, (concentracdo de efeito de 20% dos
organismos) e ECs, (concentracdo de efeito de 50% dos organismos) foram
estimadas através de regressdo ndo linear com modelos pré-estabelecidos por
Enviroment Canadéa (2007), com o uso do software Statistica 7.0°.

Os percentuais de fuga dos ensaios comportamentais foram determinados
através da equacdao (1) (ISO 17512-2, 2008):

A= (C;T) £100 (1),

onde A é a porcentagem de fuga, C é o numero de individuos no solo
controle, T é o numero de individuos no solo teste e N € o numero total de individuos
no ensaio.

Os resultados obtidos foram analisados, de modo a obter significancia das
respostas de fuga, por meio do Fisher’s exact test, utilizando o teste de duas caudas
para o duplo controle, e o teste de uma cauda para os tratamentos com solo
contaminado (ZAR, 1999). Com os resultados do teste de fuga, foi possivel
determinar a ACsp (concentracédo que causa fuga de 50% dos organismos), atraves
do software PriProbit® 1.63 (SAKUMA, 1999).
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3. Resultados

3.1. Teste de Reproducéao

No ensaio de toxicidade cronica com colémbolos da espécie F. candida, a
mortalidade média no recipiente controle foi de 17,14%, além disso, o nUmero médio
de juvenis por recipiente controle foi de 223 juvenis. O coeficiente de variacdo no
controle apresentou valor de 29,2%. Portanto, todos os critérios exigidos para
validacdo do teste foram cumpridos, conforme recomendados pela ISO 11267
(1999).

A diferenca entre os valores de pH do SAT, no inicio e final do ensaio de
reproducdo com colémbolos F. candida, foi relativamente baixa, uma vez que que se
observou variagcdo méaxima de 0,2 unidades, considerando todos os tratamentos e
controles, como apresentado a Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de pH do SAT no inicio e final do ensaio (apés 28 dias) de toxicidade
cronica (reproducdo) com colémbolos Folsomia candida.

Tratamento pH inicial pH final

Controle 5,6 57
Controle Solvente 55 57
0,5* 5,6 5,7

1,0* 5,5 55

3,0* 5,6 5,6

5,0* 5,5 5,6

10,0* 55 5,7

*Concentragdes em mg de fluazuron kg™ solo seco.

Reducbes sobre a reproducdo dos colémbolos foram observadas somente
nas maiores concentracdes de fluazuron testadas, sendo significativa (p < 0,05) a
diferenca entre o controle com &gua e as concentracdes de 5,0 e 10,0 mg kg™, onde
verificou-se um valor de LOEC igual a 5,0 mg kg™ (Tabela 2). Nas concentracdes
mais baixas de fluazuron (0,5; 1,0 e 3,0 mg kg™*) ndo houve reduc&o significativa (p <
0,05) na reproducgédo dos colémbolos, quando comparadas ao controle e, portanto, o
valor de NOEC foi de 3,0 mg kg™. Além disso, ndo houve efeito observado sobre a
reproducdo dos organismos nos recipientes contendo tratamento controle solvente.

A Figura 1 ilustra os resultados do ensaio de reproducéo.
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Figura 1 - Namero médio de juvenis de colémbolos Folsomia candida encontrados em Solo
Artificial Tropical (SAT) exposto a concentracdes crescentes de fluazuron, apos 28
dias. Asterisco (*) indica reducao significativa no nimero de juvenis, comparado ao
controle (p<0,05) pelo teste de Dunnett. (1) Desvio padr&o. Controle (Ctrl); Controle
com solvente acetona (Ctrl Solv). Concentragbes em mg de fluazuron kg™ solo
seco.

Os parametros EC, e ECsy foram estimados com base na analise de
regressao nao linear, através de um Modelo Logistico (Environment Canada, 2007),
gue foi o que melhor se adaptou aos dados do ensaio. Os valores estimados para o
ECaofoi de 2,35 mg kg™ e para o ECs,foi de 4,48 mg kg™ (Tabela 2).

A partir do ensaio de reproducédo, também foi verificado a mortalidade dos
colémbolos adultos, observando o numero de individuos adultos encontrados ao
final deste ensaio (Figura 2). Somente na maior concentracao testada é que numero
de organismos adultos encontrados ao final do ensaio foi significativamente
reduzido, em relagdo ao controle, verificando-se um valor de LOEC igual a 10,0 mg
kg™ (Tabela 2). Nas menores concentracdes (0,5; 1,0; 3,0 e 5,0 mg kg™), ndo houve
efeito significativo sobre a sobrevivéncia dos individuos adultos, em relagdo ao

controle. Neste caso, verificou-se um valor de NOEC igual a 5,0 mg kg™ (Tabela 2).
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A Figura 2 ilustra os resultados da sobrevivéncia dos colémbolos adultos no final do

ensaio de toxicidade crénica, indicando que houve certa mortalidade.

10 A

-
—t—
-

Numero médio de F. candida adultos

O T T T T T T T
Ctrl CtrlSolv. 0,5 1.0 3,0 5,0 10,0

Concentragdes (mg kg'1 solo)

Figura 2 - NUmero médio de colémbolos Folsomia candida adultos encontrados em Solo
Artificial Tropical (SAT), ap6s exposicdo a concentracdes crescentes de fluazuron,
decorridos 28 dias. Asterisco (*) indica reducéo significativa no nimero de adultos,
comparado ao controle (p<0,05) pelo teste de Dunnett. (1) Desvio padréo. Controle
(Ctrl); Controle com solvente acetona (Ctrl Solv). Concentracbes em mg de
fluazuron kg™ solo seco.

Tabela 2 - Parametros ecotoxicolégicos (NOEC, LOEC, EC,,, ECsy) calculados com base
em teste de reproducdo com colémbolos Folsomia candida, expostos a
concentracbes crescentes de fluazuron em solo artificial tropical (SAT).
Concentrages em mg de fluazuron kg™ solo seco.

Caracteristica observada Parametro Concentragdo (mg kg™)
, NOEC 50
Mortalidade LOEC 10,0
NOEC 3,0
. LOEC 50
Reproducdo
EC2 2,35 (0,58 - 4,13)*
ECso 4,48 (2,55 - 6,4)*

*Limites de confianc¢a (Inferior e Superior) dos valores estimados.
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3.2. Teste de Fuga

No ensaio de fuga, os critérios de validacdo recomendados pela ISO 17512-2
(2008) foram atendidos. Os colémbolos apresentaram distribuicdo uniforme nos
controles duplos, sendo que esta distribuicdo foi em média de 54,63% e 45,37%
para cada lado, demonstrando nao haver preferéncia significativa para nenhum dos
lados. Além disso, a taxa maxima de mortalidade de adultos nos tratamentos foi de
5%.

Os colémbolos evitaram os solos contaminados em todas as concentracfes
testadas. Foi verificado o efeito de fuga significativo (p<0,05) nos tratamentos
controle solvente, 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 mg kg™, conforme apresentado na Figura
3. O valor de ACs estimado para o teste de fuga foi de 1,78 mg kg™ e os limites ndo

puderam ser determinados.
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Figura 3 — Resposta de fuga de colémbolos Folsomia candida em Solo Artificial Tropical
(SAT) expostos a concentracdes crescentes de fluazuron, apds 48 horas. Valores
expressos em média de porcentagem de fuga. Asterisco (*) indica fuga significativa
dos colémbolos dos solos contaminados (p<0,05) pelo Fisher’s exact test. (T)
Desvio padrdo. Controle (Ctrl); Controle com solvente acetona (Ctrl Solvente).
Concentrages em mg de fluazuron kg™ solo seco.
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4. Discussao

Os resultados do presente estudo apontam para 0s impactos negativos que o
emprego do medicamento Acatak®, com principio ativo fluazuron, representa a
colémbolos da espécie Folsomia candida, em ensaios padronizados realizados em
ambiente controlado, em solo artificial tropical (SAT). A presenca do fluazuron
refletiu negativamente na reproducdo e no comportamento dos colémbolos, sendo
este um indicio de que, se 0s mesmos resultados se repetirem em situacdes
naturais de campo, a utilizacdo deste farmaco pode ser considerada um fator de
risco para aos organismos edaficos, bem como para os servigos ecossistémicos a
eles associados.

De acordo com Khan et al. (2008), medicamentos ectoparasitas sao
altamente téxicos para diferentes organismos do solo, devido ao modo de acéo
destes farmacos, que usualmente atingem o sistema nervoso de artrépodes,
revelando o potencial toxico aos organismos ndo alvo do solo. O fluazuron, em
especial, atua na inibicdo da sintese da quitina na cuticula do inseto. Considerada a
principal constituinte dos esqueletos de artropodes, a quitina atua como componente
estrutural destes organismos (MERZENDORFER, 2005 apud GOMES), sendo
elemento fundamental no desenvolvimento de insetos. Uma vez que os colémbolos
sdo organismos pertencentes ao filo Arthropoda, que se caracteriza por animais
invertebrados que possuem exoesqueleto rigido, os colémbolos tem boa parte de
seu esqueleto formado por quitina. Neste sentido, € provavel que os individuos da
espécie F. candida utilizados neste estudo tenham sido afetados diretamente pela
inibicdo da sintese de quitina causada pelo farmaco fluazuron, o que pode ser a
explicacdo para os efeitos toxicos observados.

Na literatura consultada, poucos estudos avaliaram a toxicidade do fluazuron
em organismos edaficos. Zortéa (2014) verificou efeitos negativos na reproducéo de
colémbolos expostos a tratamentos crescentes dos farmacos: lvermectina, Fipronil,
Fluazuron e Closantel. Especificamente para o fluazuron, o estudo de Zortéa (2014)
revelou efeitos negativos a partir da concentracdo de 0,8 mg de fluazuron kg™ de
solo seco. Por outro lado, Kryger et al. (2007), avaliaram a sobrevivéncia e a
reproducao de besouro Onthophagus gazella expostos a fluazuron e néo verificaram
efeitos negativos sobre o organismo testado. Outro estudo que relaciona o besouro

Onthophagus gazella com medicamentos veterinarios realizado por Kryger,
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Deschodt e Scholtz (2005), avaliaram alteracbes na comunidade de besouros em
campo diante de bovinos submetidos ao tratamento de fluazuron e invermectina (em
combinacéo), os resultados néo verificaram nenhum efeito adverso sobre a espécie
de besouros.

Além destes, estudos com outras substancias quimicas vém sendo testados
sobre a reproducéo e mortalidade de colémbolos. Rosa et al. (2015) avaliaram o
efeito dos pesticidas Calda Bordalesa (considerado fungicida e bactericida) e 6leo de
Neem (inseticida) em solo artificial e verificaram que o0s pesticidas afetaram
negativamente o potencial reprodutivo de colémbolos da espécie F. candida. Bem
como o estudo realizado por Nunes, Daam e Espindola (2016) que avaliaram o
ingrediente ativo abamectina sobre a sobrevivéncia, morfologia e reproducdo de
minhocas Eisenia andrei em condi¢cfes tropicais e verificaram sensibilidade dos
organismos expostos ao pesticida.

Estudos que avaliam o comportamento de fuga em SAT por colémbolos
Folsomia candida foi realizado por Zortéa et al. (2015), em que o inseticida
cipermetrina, da familia dos piretréides, também empregado no controle de
ectoparasitas em animais e pragas na lavoura, causou efeito de fuga nos
organismos, com um valor de ACspigual a 6,47 mg de cipermetrina kg™ de solo.

O comportamento de fuga observado em todas as concentracdes testadas
evidencia o potencial do fluazuron causar impacto sobre o comportamento dos
organismos expostos. Em relagdo ao comportamento de fuga dos organismos
verificado no tratamento controle solvente (Figura 3), atribui-se as alteracfes as
variacdes obtidas no ensaio, ja que este tratamento ndo afetou a reproducdo dos
organismos.

Com os resultados deste estudo, foi estimado o valor de EC,, 0 qual permite
inferir que na concentracdo 2,35 mg kg™ o efeito j4 seria observado em 20% da
populacdo de organismos. Por outro lado, o valor de NOEC para o0 ensaio de
reproducdo foi de 3,0 mg kg”. Neste caso, é possivel verificar que a maior dose
testada sem efeitos significativos (NOEC), j& afetaria negativamente a reproducéo
de F. candida em aproximadamente 20%. Além disso, o valor estimado para o ECsg
foi de 4,48 mg kg*, demonstrando que a concentracdo que causaria efeitos
negativos em 50% da populacéo foi inferior ao valor de LOEC (Tabela 2) para o
teste de reproducdo. Isto permite interpretar que, devido as variagbes atribuidas a

condi¢cdes ndo controladas do ensaio, as diferengas somente foram consideradas
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significativas (ex. LOEC = 5,0 mg kg™) quando uma boa parte da populacéo foi
afetada (maior que 50 %), indicando que os valores dos ECx devem ser fortemente
considerados na elaboracao dos limites de exposi¢céo de fluazuron nos solos.
Embora o verdadeiro risco do acaricida fluazuron esteja associado a sua
presenca em dejeto dos animais, neste estudo foi verificado apenas o potencial
toxico da substancia em sua formulagdo comercial, quando adicionada diretamente
no solo. Entretanto, ha uma série de estudos que relaciona o potencial toxico de
dejetos animais aos organismos do solo, os quais vém revelando impactos negativos
pelo uso destes materiais como biofertilizantes aplicados diretamente no solo. Os
efeitos prejudiciais aos organismos do solo, tais como: aumento da mortalidade,
impactos na reproducdo e no comportamento de colémbolos e minhocas ja foram
verificados em estudos com exposicao a tratamentos com dejetos suinos (MACCARI
et al., 2016; SEGAT et al., 2015). Entretanto, devido ao fato dos dejetos serem
matrizes organicas complexas, torna-se dificil identificar quais sdo 0s principais
contaminantes que contribuem para este impacto e, em geral, as toxicidades vem
sendo atribuidas a presenca metais pesados (Segat et al., 2015), medicamentos
veterinarios (MACCARI et al., 2016), entre outros. Dessa forma, estudos com
avaliacdo da toxicidade de medicamentos de forma isolada, tal como foi 0 objetivo
deste trabalho, sdo necessarios para a compreensdo das respostas quando 0s
mesmos forem associados a excrecdo, com a finalidade de proteger os organismos

edéaficos.

5. Conclusao

A reprodugcéo dos colémbolos Folsomia candida foi reduzida quando os
organismos foram expostos a tratamentos crescentes de fluazuron em SAT, a partir
da concentracéo de 5 mg kg™.

Além de afetar a reproducéo, efeitos significativos na reacdo comportamental
dos colémbolos revelou evitacdo ao solo contaminado com todas as concentragfes
testadas, a partir de 0,5 mg kg, evidenciando o impacto da substancia testada
sobre o comportamento de F. candida.

Estes resultados evidenciam o potencial toxico de fluazuron em solo artificial

tropical em laboratério, contudo, para se aumentar a relevancia ecologica dos
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resultados, recomenda-se a realizacdo de novos ensaios com outras espécies,

ensaios em solos naturais, bem como testes em condi¢cdo de campo e semi-campo.
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