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RESUMO

FREITAS, H. L. S., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2020. Impactos
do inseticida Dimilin® em insetos aquaticos ndo-alvo e em peixes. Orientador:
Eugénio Eduardo de Oliveira. Coorientadora: Sabrina Helena da Cruz Araujo.

A utilizacdo de pesticidas traz grandes beneficios para a produtividade agricola.
Entretanto, tais insumos agricolas acarretam impactos ambientais para ecossistemas
terrestres e aquaticos. O inseticida diflubenzuron (Dimilin®), pertencente a classe de
reguladores de crescimento, € amplamente utilizado em diversas culturas para o
controle de pragas, incluindo aquelas que causam danos a producao intensiva de
alevinos. Entretanto, faltam informacdes a respeito do impacto deste inseticida em
organismos aquaticos ndo-alvo, principalmente aqueles pertencentes a entomofauna
aguatica. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o impacto do
Dimilin® na sobrevivéncia de baratas d’agua Belostoma anurum (Hemiptera:
Belostomatidae), de notonectideos Buenoa amnigenus (Hemiptera: Notonectidae) e
peixes barrigudinhos Pcecilia reticulata (Cyprinodontiformes: Poeciliidae). Ninfas de
segundo instar de B. anurum, adultos de B. amnigenus e jovens de P. reticulata foram
expostos as seguintes concentracdes de Dimilin®: 1g/3000 L de agua (i.e., a dosagem
recomendada para controle de insetos aquaticos em tanques de piscicultura), bem
como as diluicbes correspondentes a 30% e 1% da dose de campo. O tratamento
controle consistiu de agua destilada e deionizada. Os tempos totais de exposicdo para
B. anurum, B. amnigenus e P. reticulata foi de 4, 10 e 4 dias, respectivamente. A
mortalidade foi avaliada a cada 24h e os organismos eram considerados mortos
quando ndo respondiam a estimulos mecéanicos. Estes dados de mortalidade foram
submetidos a analises de sobrevivéncia utilizando o método Log-rank. Os resultados
obtidos demonstraram que tantos os insetos aquaticos (i.e., B. Anurum e B.
Amnigenus) quanto os barrigudinhos (P. reticulata) ndo sofreram alteragcdes em suas
habilidades de sobrevivéncia quando expostos ao Dimilin®, ndo importando a
dosagem aplicada. Tais achados indicam que o inseticida Dimilin® né&o traz impactos
aparentes na sobrevivéncia dessas espécies aquaticas, o que reforca a sua

seletividade e potencial para utilizagdo no controle de insetos pragas na piscicultura.

Palavras-chave: Diflubenzuron (Inseticida). Belostoma anurum. Buenoa amnigenus.



Insetos aquaticos.



ABSTRACT

FREITAS, H. L. S., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2020. Impacts of
the insecticide Dimilin® on non-target aquatic insects and fish. Advisor: Eugénio
Eduardo de Oliveira. Co-Advisor: Sabrina Helena da Cruz Araujo.

The use of pesticides has great benefits for agricultural productivity. However, such
agricultural inputs have environmental impacts for terrestrial and aquatic ecosystems.
The insecticide diflubenzuron (Dimilin®), belonging to the class of growth regulators,
is widely used in several cultures for pest control, including those that cause damage
to intensive fry production. However, there is a lack of information regarding the impact
of this insecticide on non-target aquatic organisms, especially those belonging to
aquatic entomofauna. Thus, this work was carried out with the objective of evaluating
the impact of Dimilin® on the survival of water cockroaches Belostoma anurum
(Hemiptera: Belostomatidae), of Buenoa amnigenus (Hemiptera: Notonectidae) and
potbellied fish Pcecilia reticulata (Cyprinodontiformes: Poecilidae). Second instar
nymphs of B. anurum, adults of B. amnigenus and young of P. reticulata were exposed
to the following concentrations of Dimilin®: 1g/3000 L of water (i.e., the recommended
dosage for control of aquatic insects in ponds) fish farming), as well as the dilutions
corresponding to 30% and 1% of the field dose. The control treatment consisted of
distilled and deionized water. The total exposure times for B. anurum, B. amnigenus
and P. reticulata were 4, 10 and 4 days, respectively. Mortality was assessed every 24
hours and organisms were considered dead when they did not respond to mechanical
stimuli. These mortality data were submitted to survival analysis using the Log-rank
method. The results obtained showed that both aquatic insects (i.e., B. Anurum and B.
Amnigenus) and paunchy insects (P. reticulata) did not change their survival skills
when exposed to Dimilin®, the dosage applied was not important. Such findings
indicate that the insecticide Dimilin® has no apparent impact on the survival of these
aguatic species, which reinforces their selectivity and potential for use in the control of

insect pests in fish farming.

Keywords: Diflubenzuron (Insecticide). Belostoma anurum. Buenoa amnigenus. Water

insects.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, vem crescendo a contaminacdo dos ecossistemas por
inseticidas; e varios estudos mostram impactos negativos destes em insetos ndo-alvo
de ambientes terrestres (GARZON et al.,, 2015, FERNANDES et al., 2016). A
contaminacdo por pesticidas também é considerada um estressor importante em
ecossistemas aquaticos (RELYEA & HOVERMAN, 2006, BUTCHART et al., 2010;
GUTIERREZ et al., 2016). S&o poucas as informacfes quanto ao impacto dessas
moléculas na entomofauna aquatica ndo-alvo. A situacao se agrava quando pesticidas
usados no controle de doencas e pragas nas lavouras podem ser carreados através
de 4guas de chuvas até corpos de agua e acarretar efeitos letais a organismos nao-
alvo (INVEST & LUCAS, 2008; VAN DEN BERG et al., 2012; BENGOA et al., 2014;
PONLAWAT et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2016; TUTEN et al., 2016).

Na atualidade, a piscicultura vem crescendo e ganhando notoriedade no
cenario do agronegocio brasileiro, consolidando-se assim como uma importante
atividade econdémica (KUBITZA, 2015). Porém, assim como nas lavouras, também
existem pragas e doengas que causam danos a saude dos peixes e causam prejuizos
econdmicos ao piscicultor. Para remediar tais situacfes, a primeira estratégia é a
aplicacao de produtos quimicos para o combate das parasitoses e predadores que
atacam os peixes. Entretanto, a falta de pesticidas licenciados para a aquicultura em
conjunto com a falta de informacéo levam ao uso indiscriminado de produtos quimicos,
com formulac8es que séo proprias para a agricultura (MADUENHO, et al., 2007).

Entre os inseticidas utilizados no controle de mosquitos e insetos-praga na
agricultura, estdo os piretroides e reguladores de crescimento de insetos (BENGOA
et al., 2014; TUTEN et al., 2016). Diflubenzuron (Dimilin®) é um inseticida regulador
de crescimento em insetos da classe benzoiluréia, que atua inibindo a sintese de
quitina do exoesqueleto de artrépodes (MADUENHO et al., 2007). Na agricultura é
utilizado no combate de insetos em culturas como a do milho, tomate, algodao, trigo
e citros. Devido a sua eficicia, vem sendo utilizado de forma ilegal em algumas
pisciculturas brasileiras no controle de fases larvais de odonata, assim como de
ectoparasitos dos peixes.

A utilizagcéo incorreta desses produtos quimicos, além da contaminagdo do

ambiente aquatico, pode causar efeitos subletais em peixes, além de afetar a
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habilidade predatoria de inimigos naturais de insetos, incluindo inimigos naturais da
fauna aquatica (REYNALDI et al., 2011). Alguns desses inimigos naturais sdo 0s
insetos da familia Belostomatidae que sé@o predadores de outros insetos aquaticos e
pequenos vertebrados (TOLEDO, 2003; SHAALAN et al., 2009; KWEKA et al., 2011).
Esses organismos sao usados como bioindicadores de qualidade de dgua (MOGREN
et al., 2013).

Os impactos dos pesticidas na entomofauna aquatica e em peixes Sao
amplos, porém existe uma caréncia de dados e estudos sobre os efeitos e impactos
causados especificamente pelo Dimilin®. Portanto, esse estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do inseticida Dimilin® na sobrevivéncia de Belostoma anurum
(Hemiptera: Belostomatidea), Buenoa amnigenus (Hemiptera: Notonectidae) e em
peixes Pcecilia reticulata (Cyprinodontiformes: Poeciliidae). Deste modo, os resultados
descritos no presente estudo contribuem para a avaliagdo dos riscos ecoldgicos

decorrentes da exposi¢do de predadores aquaticos e peixes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Contaminacdo de Ambientes aquaticos e a psicultura

O crescimento da populacdo mundial e a tendéncia por alimentos mais
saudaveis tém aumentando a demanda pelo pescado, e consequentemente iSso
reflete no crescimento e fortalecimento do setor aquicola no Brasil (KUBITZA, 2003).
Na piscicultura brasileira € comum a pratica de utilizacdo de produtos muitas vezes
nao registrados para 0 uso veterinario nos peixes, dentre os produtos utilizados estao:
avermectinas, organofosforados e diflubenzuron. Esse Ultimo é utilizado na
aquicultura, principalmente no controle de crustaceos ectoparasitas como a Lernaea
cyprinacea e Dolops carvafhoi (MADUENHO et al., 2007).

O uso indiscriminado de produtos quimicos em pisciculturas para tratamento
de enfermidades em peixes, assim como o0 uso intensivo nas lavouras para tratamento
de pragas e doencas vém provocando a contaminacdo dos ambientes aquaticos e
causando preocupacao sobre os efeitos dessas substancias em organismos néo-alvo
(RELYEA & HOVERMAN, 2006; BUTCHART et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2016).

Além do uso de pesticidas em pisciculturas, a contaminacdo pontual dos
ambientes aquaticos pode ocorrer pela eliminacdo direta de despejos de esgotos
domésticos e industriais. A contaminacado difusa, entretanto, corresponde a eventos
de contaminacéo dificeis de quantificar, uma vez que estao relacionados a ocorréncia
de precipitacdo atmosférica e escoamentos urbanos e agricolas (RODRIGUES, 2007).
A ocorréncia de sistemas aquaticos integrados as areas de plantio facilita a drenagem
de pesticidas e contaminagcédo da entomofauna presente (BORGES, 2005).

Alguns estudos sugerem que a quantidade de produtos quimicos relacionados
a agricultura que atingem ambientes aquaticos é geralmente baixa, devido ao efeito
da diluicdo e a baixa solubilidade de muitos compostos em dgua (MONTANHA et al.,
2011). Entretanto, o efeito de tais contaminantes na entomofauna aquatica ndo pode
ser negligenciado, uma vez que ocorrem alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
da agua (BORGES, 2005), além de possiveis efeitos subletais nas espécies
presentes.

Adicionalmente, a persisténcia de poluentes no ecossistema pode variar de
acordo com sua natureza quimica, permitindo a sua ocorréncia em maiores
concentragdes em longo prazo. Os ecossistemas aquaticos apresentam mecanismos

fisicos, quimicos e biologicos de assimilacdo de compostos tdéxicos. Com a ocorréncia
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de tais compostos em niveis acima da capacidade assimilativa, entretanto, os
poluentes afetam a sobrevivéncia, o crescimento e a reproducdo das populagbes
presentes (COELHO, 2006).

Nas ultimas décadas, o0 aumento da presenca de xenobioticos nos ambientes
aquéticos tem alcancado niveis alarmantes e vem comprometendo a saude dos
organismos presentes (ARIAS et al., 2007). O estudo do impacto da contaminacao
ambiental na entomofauna aquatica € de extrema necessidade devido ao seu papel
fundamental no fluxo de energia, na ciclagem de nutrientes e na cadeia alimentar de
outros organismos (RUSSO et al., 2002). Porém, a complexidade de tais
ecossistemas dificulta a exata predi¢cao dos impactos de poluentes diversos, tais como
0S pesticidas, nos organismos aquaticos, incluindo as concentragcdes maximas

permissiveis em tais ambientes (JONSSON et al., 2002).

2.2 Diflubenzuron

O diflubenzuron, que tem sido comercializado em muitos paises com 0 nome
comercial de Dimilin®. Tendo sido descoberto de forma inesperada na década de
1970 no laboratorio Philips—Duphar (ASCHER & NEMNY, 1976; CHAKRABORTI &
CHATTERJEE, 200), esse pesticida pertence a classe de inseticidas das
benzoilfenilureias e apresenta como mecanismo de acéo a inibicdo da sintese de
quitina, durante o estagio imaturo dos insetos (SILVA & MENDES, 2002).

A quitina € uma parte integral do exoesqueleto dos insetos, sendo essencial
para a protecdo contra desidratacao, injarias e infec¢cées por microrganismos. Uma
vez que a sintese de quitina € uma caracteristica dos artropodes e ausente em
vertebrados, seu espectro de acdo é restrito, 0 que tornou o uso de benzoilfenilureias
atrativo. Além disso, ao contrério de outros inseticidas comumente empregados, como
organofosforados, carbamatos, piretroides e neonicotindides que atuam diretamente
no sistema nervoso, as benzoilfenilureias inibem a sintese de quitina na epiderme, o
que reduz as possibilidades de mecanismos de resisténcia (DOUCET&
RETNAKARAN, 2012).

As benzoilfenilureias sdo compostos contendo uma porcgéo central de ureia,
com um grupo benzoil ligado a um nitrogénio de um lado da ponte de ureia e um grupo
fenil ligado ao outro lado. O Diflubenzuron possui duas substituicdes do tipo orto-flior
na porcao benzoila e uma substituicdo para-cloro na porcédo fenila (Figura 1). Um

estudo relacionando a estrutura de diversas benzoilfenilureias com a atividade contra
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a larva da broca do arroz, Chilo suppressalis, revelou que a inibicdo da sintese de
quitina esté relacionada a extremidade que possui o grupo benzoil (NAKAGAWA et
al., 1991).

Cl
F O O

N/U\N
H H
F

Figura 1: Estrutura do inseticida Diflubenzuron: Philips-Duphar BV 1972

Acreditou-se por muito tempo que o Diflubenzuron atuava inibindo o
transporte da quintina sintase, enzima-chave no processo de formacao das fibras de
quitina (ETO, 1990). Entretanto, atualmente um modelo proposto para Drosophila
sugere que o inseticida atua promovendo a exportacdo precoce de vesiculas de
transporte para o exterior das células epidérmicas antes da completa sintese de
quitina, interrompendo o processo (Figura 2).



16

iti
A QUI. ina &
1 \ Regido cuticular
,' i \ extracelular

20 Membrana
W Plasmatica

Regido intracelular
das células
epidérmicas

Diflubenzuron Golgi

Figura 2: Modo de acdo do Diflubenzuron em Drosophila: os precursores de
quitina provenientes da hemolinfa alcancam a lamina basal das células epidérmicas
por meio do Complexo de Golgi, local de formag¢do da maquinaria necessaria para a
sintese de quitina. O diflubenzuron atua no transportador ABC, o qual é responsével
pela extrusdo da enzima quitina sintase para a membrana plasmaética, prejudicando a
completa sintese da fibra de quitina. A porcdo SUR representa o receptor sulfonilureia;
A, B, C representam dominios da enzima quitina sintase, sendo B o dominio catalitico;
CA representa a area catalitica da enzima quitina sintase; ES representa uma
sequéncia consenso da enzima quitina sintase para o sitio de extrusdo de quitina
(Adaptado de DOUCET & RETNAKARAN, 2012).

Atualmente, o Diflubenzuron (Dimilin®) é o pesticida mais estudado e
utilizado contra uma grande diversidade de pragas e insetos, inclusive no controle de
Aedes aegypt. Estudos evidenciaram que o diflubenzuron apresenta baixa deposi¢ao
na musculatura dos peixes (WINKALER, 2008), baixa toxidade para vertebrados
(KEGLEY et al.,, 2010) e auséncia de residuos no leite e na carne, ndo sendo
necessario periodo de caréncia para consumo desses produtos, possibilitando maior
seguranca alimentar na sua utilizacdo. Entretanto, a agéncia de protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA, 1997) classifica o Dimilin® como um produto de
utilizacao restrita, uma vez que ainda nao se tem informacdes sobre os efeitos letais
e subletais que podem causar sobre os invertebrados aquaticos e outros organismos

nao-alvo.
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2.3 Ecotoxicologia

A crescente contaminacdo por agentes quimicos nos ambientes vem
aumentando o interesse humano pelas questdes ambientais, possibilitando assim
surgir uma nova area de estudos, a ecotoxicologia, responsavel por estudar os efeitos
prejudiciais dos compostos quimicos no ambiente. A toxicologia como ciéncia surgiu
por volta do século XIX e tem como fonte de estudo os efeitos provocados pelas
substancias quimicas sobre os organismos. Um dos fundadores da toxicologia, o
alquimista, médico e fisico Paracelso (1493) concluiu que “a diferenca entre remédio
e veneno é a dose”, frase que é muito conhecida e utilizada em toxicologia (VAZ et
al., 2004).

Os efeitos provocados pelas substancias quimicas e a sua agao sobre
0s organismos ira depender de alguns fatores como, tempo, dosagem, espécie, idade
e condi¢cBes de saude do organismo, ambiente (pH, temperatura, entre outros) e onde
ocorre a acao (VAZ et al., 2004). Segundo esses autores, a velocidade com que o
grau de severidade e os efeitos toxicos surgem no organismo vai depender das
propriedades fisioquimicas das substancias, da via de introducdo, frequéncia da
exposi¢do, concentracdo, dose e solvente. Dessa forma, apenas a analise dos
componentes quimicos néo ira refletir sobre seus reais impactos sobre o ecossistema.
Os efeitos téxicos das substancias sdo detectaveis nos sistemas biologicos que
compdem o ecossistema (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

A realizacdo de testes de ecotoxicidade fornecem um panorama de
diversas fontes de contaminantes, bem como da biodisponibilidade dos poluentes e
de sua acdo conjunta, produzindo efeitos sinérgicos ou antagdnicos (LOMBARDI,
2004). Em geral, tais testes sao realizados com organismos indicadores, 0s quais, por
apresentarem uma estrita faixa de tolerancia ecoldgica a determinadas substancias
quimicas, apresentam alteracdes de natureza fisiolégica, morfolégica ou
comportamental frente & uma exposicdo aos contaminante (MAGALHAES & FERRAO
FILHO, 2008).

A exposicao ao agente toxico pode ocorrer de forma aguda, através da
exposicdo a dose letal em uma uUnica vez, sendo que o agente € prontamente
absorvido. A exposicao cronica, por outro lado, é feita periodicamente utilizando-se
concentracdes subletais por um longo periodo (SCHVARTSMAN, 1991). Em geral

busca-se estabelecer uma relacdo de concentragao/efeito fornecendo assim, uma
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estimativa dos limites de tolerancia. No caso da exposi¢cdo aguda, geralmente os
efeitos avaliados sdo a letalidade ou o estado de imobilidade, com estimativas das
concentragdes letais ou efetivas médias (CLso ou CEsp) que atua em 50% dos
organismos (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

Especificamente nos ambientes aquaticos, 0os agentes contaminantes
passam por processos de transformacéao, tais como degradacéo e diluicao, e ocorrem
frequentemente em concentracdes cronicas. Os efeitos dessa exposicdo muitas vezes
nao sao identificados em ensaios que avaliam a letalidade imediata, mas perturbacdes
importantes podem ocorrer no ecossistema. Tais interferéncias podem ser observadas
em alteragbes nos padrdes de predacao, oviposicao, reproducao, crescimento, dentre
outros (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008). Portanto, estudos ecotoxicoldgicos
em ambientes aquaticos tornam-se complexos e muitas vezes ira requerer multiplas

abordagens.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar os impactos do inseticida Dimilin® (diflubenzuron) em organismos

aguaticos.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar a sobrevivéncia de percevejos aquaticos — Belostoma anurum —
tratados com o inseticida Dimilin® (diflubenzuron);
e Avaliar a sobrevivéncia de notonectideos — Buenoa amnigenus— tratados com
0 inseticida Dimilin® (diflubenzuron);
e Avaliar a sobrevivéncia de peixes barrigudinhos — Pcecilia reticulata— tratados
com o inseticida Dimilin® (diflubenzuron).
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéao dos insetos e peixes
e Belostoma anurum — Ninfas de segundos instar de percevejos aquaticos B.
anurum foram obtidas na populacdo mantida no Laboratorio de Fisiologia e
Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal de Vigosa.
e Buenoa amnigenus — Adultos de notonectideos B. amnigenus foram coletados
no setor de piscicultura da Universidade Federal de Vigosa (UFV, Vigosa, MG,

Brasil, 20°45" S, 42°52" W) e transportados em agua para o Laboratério de
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Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal de Vigosa.
Os insetos foram aclimatados durante 24 h em um béquer de vidro contendo
500 mL de agua destilada e posteriormente utilizados para a montagem dos
ensaios de sobrevivéncia.

e Pcecilia reticulata — Peixes jovens de P. reticulata foram coletados no setor de
piscicultura da Universidade Federal de Vicosa (UFV, Vicosa, MG, Brasil,
20°45" S, 42°52" W), transportados em agua para o Laboratério de Fisiologia e
Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal de Vigosa e utilizados
imediatamente para a montagem dos ensaios de sobrevivéncia.

4.2 Inseticida

A partir do inseticida diflubenzuron (Dimilin® 80 WG, Arysta Lifescience, Sao
Paulo, Brasil), foi obtida uma solucdo aquosa de trabalho na concentracdo de 100 g x
3000 L. A partir da solucédo de trabalho, foram obtidas solu¢Ges na dose de campo
de 1 g x 3000 L e solugdes correspondentes a 30% e 1% da dose de campo. As
solucdes utilizadas foram preparadas no momento da montagem dos ensaios por

meio da pesagem do inseticida comercial e dissolugdo em &gua destilada.

4.3 Ensaios de sobrevivéncia

Para o ensaio de sobrevivéncia de percevejos aquaticos e noctonectideos,
foram utilizados potes de vidro com a capacidade de 250 mL contendo 100 mL das
seguintes solucbes de tratamento: 1%, 30% e 100% da dose de campo; e controle
contendo 4gua destilada. Com o objetivo de evitar o canibalismo, as ninfas de B.
anurum foram adicionadas individualmente nos potes; foram realizadas 3 repeticdes
de 10 insetos cada uma, totalizando 30 ninfas por tratamento. Os potes foram
mantidos sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. A mortalidade foi avaliada
a cada 24 h por 4 dias e durante o periodo os insetos ndo foram alimentados.

Nos ensaios de notonectideos, foram adicionados 10 insetos por pote e um
total de 5 repeticdes por tratamento. Os potes foram mantidos sob temperatura de 25
°C e fotoperiodo de 12 h. O ensaio foi montado as 8h da manha e a mortalidade foi
avaliada diariamente as 8h e as 17h por 10 dias e durante o periodo os insetos nao
foram alimentados.

Para o ensaio de sobrevivéncia de peixes, foram utilizados aquarios de vidro
com a capacidade de 10 L contendo 500 mL contendo as mesmas solugbes de

tratamento citas acima. Foram adicionados 20 peixes por aquario e um total de 3
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repeticdes por tratamento. As solugdes de tratamento foram mantidas sob constante
aeracdo e os aquario mantidos a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. A
avaliacdo da mortalidade foi realizada diariamente durante 4 dias e 0s peixes mortos
foram retirados e substituidos por peixes vivos em cada avaliacdo. Os peixes néo

foram alimentados durante os 4 dias de avaliacao.

4.4 Andlise estatistica
Os dados obtidos nos ensaios de sobrevivéncia foram submetidos a analise
de sobrevivéncia, utilizando os estimadores de Kaplan-Meier (método Log-rank) com

o software SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San Jose, California, EUA).
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5 RESULTADOS

Nas analises de sobrevivéncia de B. anurum n&o foram encontradas
diferencias estatisticas significativas entre os tratamentos (P= 0.307) (Fig. 3). O TLso
de sobrevivéncia dos B. anurum que ndo sofreram exposi¢cao ao inseticida foi de 3.0
(2.03 - 3.97) dias. Ja os individuos tratados com 1%, 30% e 100% das doses de campo
apresentarem TLso de sobrevivéncia de 3.0 (2.105 - 3.895), 3.467 (3.153 - 3.781) e
4.0 (3.530 - 4.470) dias respectivamente. Similarmente o TLso de sobrevivéncia nos
B. amnigenus néo diferem entre os tratamentos (P= 0.212) (Fig 4); sendo estes de
120 (96.047 - 143.953), 72 (47.684 - 96.316) e 81 (63.041 - 98.959) horas para 0s

tratamentos de 1%, 30% e 100% respectivamente das doses de campo.

No caso do peixe P. reticulata ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos (P= 0.088) (Fig 5) na analise de sobrevivéncia.

Individuos néo tratados tiveram um TLsp =3.81 (3.70 — 3.91).
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Analise de Sobrevivéncia
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Figura 3: Analise de sobrevivéncia de percevejos aquaticos B. anurum e Buenoa
amnigenus em resposta ao inseticida Dimilin®: As porcentagens sdo em relacao
a 1%, 30% e 100% da dose de campo (1g x 3000 L) Os dados foram submetidos a
analise de sobrevivéncia Log-rank, (P< 0.05)
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Figura 4: Andlise de sobrevivéncia de notonectideos B. amnigenus em resposta
ao inseticida Dimilin®: As porcentagens sdo em relacéo a 1%, 30% e 100% da dose
de campo (1g x 3000 L1). Os dados foram submetidos a analise de sobrevivéncia Log-

rank, ndo havendo diferenga estatistica significativa (P = 0,212).
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Figura 5: Andlise de sobrevivéncia de peixes barrigudinhos P. reticulata
resposta ao inseticida Dimilin®: As porcentagens sdo em relacédo a 1%, 30% e
100% da dose de campo (1g x 3000 L*). Os dados foram submetidos a andlise de

sobrevivéncia Log-rank, ndo havendo diferenca estatistica significativa (P = 0,088).
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6 DISCUSSAO

Os resultados indicam que o inseticida diflubenzuron ndo tem impacto na
sobrevivéncia dos organismos avaliados. Este inseticida é utilizado para o controle de
pragas agricolas por inibir a sintese de quitina (MATSUMURA, 2010), o que impede a
sintese do exoesqueleto dos insetos. Como consequéncia, ocorre um impedimento
da troca de instares que acarreta a morte dos insetos.

Um outro fator que pode estar associado a sobrevivéncia dos organismos
avaliados no presente estudo é ativacdo de mecanismos de defesa antioxidantes.
Diversos inseticidas causam estresses oxidativos nos organismos por meio da
elevacao da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da inativagdo dos
mecanismos de remocdo dos mesmos, como enzimas antioxidantes (BUYUKGUZEL,
2009; ADAMSKI et al., 2003; PAPADOPOULOS et al., 2004; JAMES & XU, 2012;
KAYIS et al., 2015). De fato, o aumento da ativacdo de enzimas antioxidantes esta
associado a resisténcia a diversos pesticidas (HAMINGWAY & KARUNARATNE,
1998; VONTAS; SMALL & HEMINGWAY, 2001; COLEMAN; VONTAS &
HEMINGWAY, 2002).

A ativacdo de respostas antioxidantes ja foi observada em alguns estudos
sobre os efeitos do inseticida dimilin em peixes. A exposic¢ao de individuos juvenis do
peixe Prochilodus lineatus ao inseticida aumentou a atividade das enzimas glutationa-
S-transferase e catalase, além da ocorréncia de efeitos sub-letais (MADUENHO &
MATINEZ, 2008). De maneira semelhante, o tratamento de fémeas adultas do peixe
G. affinis com Dimilin® aumentou a atividade da enzima catalase, sem efeitos na
mortalidade e crescimento dos peixes (ZAIDI & SOLTANI, 2013).

Avaliados em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que os
organismos avaliados ndo apresentam mortalidade mediante o tratamento com
Dimilin®. Entretanto, ndo é possivel afirmar que o inseticida € seguro para a
entomofauna aquatica, tornando-se necessario avaliar os seus efeitos em doses sub-
letais.

Apesar de efeitos na sobrevivéncia dos organismos avaliados nao terem sido
observados, é possivel que o inseticida diflubenzuron (Dimilin®) cause efeitos sub-
letais em tais organismos. Os efeitos sub-letais podem ser definidos como alteragcbes
fisiologicas, comportamentais, biologicas ou demograficas observadas em individuos

que sobrevivem a exposicdo ao pesticida sem mortalidade aparente (DESNEUX,
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DECOURTYE & DELPUECH, 2007). Tais efeitos podem ser evidenciados, por
exemplo, em altera¢cdes nas taxas de desenvolvimento, crescimento populacional,
fertilidade, fecundidade, alimentacdo, mobilidade e oviposicéao (LEE, 2000; HAYNES,
1988). O tratamento de larvas do Spodoptera littoralis, uma praga do algodoeiro, com
o regulador de crescimento buprofezina, que age de maneira semelhante ao Dimilin®,
acarretou um aumento nas atividades das enzimas glutationa-S-transferase e catalase
e dos niveis de glutationa reduzida (FAHMY, 2012).

De fato, o uso de dados de toxicidade tendem a subestimar os efeitos dos
inseticidas em situagcbes de campo. Em condicbes ambientais, o0s inseticidas
apresentam concentracdes inferiores devido a decomposicao causada por diversos
fatores abibéticos como chuvas, altas temperaturas e luminosidade. Dessa forma, o
estudo de efeitos sub-letais podem fornecer uma estimativa da exposicdo dos
organismos em condi¢cdes de campo (STARK; JEPSON & MAYER, 1995). Estudos
dos efeitos sub-letais sédo importantes para determinar os reais efeitos dos inseticidas
no controle de pragas e sobretudo, a sua seletividade para organismos néo alvo, tais
como o0s inimigos naturais (BIONDI et al.,, 2012; DESNEUX, DECOURTYE
&DELPUECH, 2007).

Diversos estudos relatam os efeitos sub-letais do inseticida diflubenzuron
(Dimilin®) em insetos ndo alvo. O tratamento de formigas Leptothorax acervorum com
o inseticida a 25 % levou a uma alteracao nos padrdes comportamentais de colénias
gue receberam alimentos contendo o inseticida (KRUGER & SCHUMANN, 1993). O
predador natural das lagartas desfolhadoras do eucalipto Podisus nigrispinus
apresentou reducdo da fertilidade e alteracbes na dinamica de crescimento
populacional, apo6s alimentacdo com larvas contaminadas com diflubenzuron
(Dimilin®) (CASTRO el al., 2012). A exposicdo de ovos do inseto aquético ndo alvo
Cheumatopsyche brevilineata com valores de CLso da ordem de 0,0560 a 5,19 ug x L
1 de diflubenzuron (Dimilin®), embora ndo tenha causado morte dos embrides, inibiu
a eclosdo apdés a exposicdo e induziu anormalidades morfologicas dos filhotes,
reduzindo sua sobrevivéncia (YOKOYAMA, 2019).

De maneira semelhante, efeitos sub-letais foram relatados em diferentes
espécies de peixes tratadas com Dimilin®. O tratamento de peixes larvivoros
Gambusia affinis, utilizados como predadores naturais de mosquitos, com doses sub-

letais de Dimilin®), (78 ng L) causou alteracdes morfométricas nos individuos
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juvenis, como reducdo do comprimento, peso e do indice hepatossomatico
(DRARDJA-BELDI & SOLTANI, 2003). A exposicédo de fémeas de Hyphessobrycon
eques a doses sub-letais causou alteracbes morfoldégicas nas guelras como
hiperplasia, fusdo lamelar, congestdo vascular, desordem lamelar secundaria,
vasodilatacdo, hemorragia e aumento do epitélio lamelar (MARCON et al., 2016). A
exposi¢do prolongada a doses sub-letais de dimilin também levou a uma reducgéo no
peso corporal de H. eques além de edemas e aneurismas nas branquias, hipertrofia

dos hepatdcitos e congestao vascular do figado em Oreochromis niloticus (ABE et al.,
2019).
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7 CONCLUSAO
E possivel concluir que o inseticida Dimilin®), ndo causa alteracdes na

sobrevivéncia de Belostoma anurum, Buenoa amnigenus e Pcecilia reticulata nas

condic¢des avaliadas no presente estudo.
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