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Resumo

O aumento da aplicagdo extensiva de pesticidas na agricultura conduz a
contaminagdo nos ecossistemas aquéaticos. A azoxistrobina (AZX) é um fungicida de
largo espectro que permite controlar quatro classes de fungos através da inibicdo da
respiragdo mitocondrial. A toxicidade da substéncia ativa e da sua formulagdo comercial
para organismos ndo-alvo marinhos/estuarinos € muito pouco conhecida, apesar deste
compartimento aquético ser um potencial receptor deste pesticida devido as escorréncias
oriundas de campos agricolas localizados nas margens de rios. Deste modo, o principal
objetivo deste trabalho foi determinar e comparar a toxicidade do ingrediente ativo
azoxistrobina e da sua formulacio comercial Ortiva® para biota marinho/estuarino. Para
atingir este objetivo foram colocadas duas hipéteses: (i) existe uma elevada
variabilidade na sensibilidade de espécies marinhas/estuarinas a este compostos e (ii) 0s
dois compostos em questdo apresentam toxicidade diferencial para as espécies
marinhas/estuarinas.

A avaliacdo da toxicidade destes compostos foi determinada através da realizacédo
de ensaios ecotoxicoldgicos de curta duracdo com sete espécies marinhas/estuarinas
pertencentes a diferentes grupos taxondmicos e funcionais: a bactéria Vibrio fischeri, as
microalgas Nannochloropsis gaditana e Phaeodactylum tricornutum, a macroalga Ulva
sp., 0 gastropode Gibbula umbilicalis, o rotifero Brachionus plicatilis e o artropode
Artemia fransciscana. O gastrépode G. umbilicalis foi a espécie mais sensivel [LCso g6,
mortalidade: 13,2 (10,4-15.9) pg/L e 17,0 (12,7 — 22,0) ug/L para AZX e Ortiva®,
respectivamente] e a bactéria V. fischeri foi a mais tolerante [ECsosmin, producio de
bioluminescéncia: 10,3 (8,68-12,1) mg/L e 1,23 (0,94-1,60) g/L para AZX e Ortiva®,
correspondentemente] aos dois compostos testados. No geral, as espécies testadas

apresentaram maior sensibilidade ao ingrediente ativo AZX do que & sua formulagédo



comercial Ortiva®, embora ndo fosse possivel determinar os efeitos toxicos dos dois
compostos na macroalga Ulva sp. e no rotifero B. plicatilis.

Foi ainda calculado o valor de quociente de risco para azoxistrobina que revelou ser
muito alto. Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a AZX e a sua
formulacdo comercial sdo altamente toxicas para 0s organismos marinhos/estuarinos.
Estes resultados poderdo contribuir para o estabelecimento de limites maximos de AZX
no ambiente, levando a um uso mais sustentvel do pesticida e a uma maior protecdo

dos ecossistemas receptores.

Palavras-chave: Azoxistrobina, Ortiva®, toxicidade, biota marinho/estuarino



Abstract

The increase of extensive application of pesticides in agriculture leads to
contamination in aquatic ecosystems. Azoxystrobin (AZX) is a broad-spectrum
fungicide that enables to control of four classes of fungi by inhibiting mitochondrial
respiration. The toxicity of the active substance and its commercial formulation for non-
target marine/estuarine organisms is poorly studied, despite the fact that this aquatic
compartment constitutes a potential recipient of this pesticide due to run-off coming
from agricultural fields located on the margins of rivers. Accordingly, the main
objective of this work was to determine and compare the toxicity of the active
ingredient azoxystrobin and its commercial formulation Ortiva® for marine/estuarine
biota. To achieve this goal two hypotheses were formulated: (i) there is a high
variability in sensitivity of marine/estuarine species to these compounds and (ii) the two

compounds in question exhibit differential toxicity to marine/estuarine species.

The assessment of the toxicity of these compounds was determined by performing
ecotoxicological short-term assays with seven marine/estuarine species: bacteria Vibrio
fischeri, microalgae Nannochloropsis gaditana and Phaeodactylum tricornutum,
macroalgae Ulva sp., gastropod Gibbula umbilicalis, rotifer Brachionus plicatilis and
arthropod Artemia fransciscana. The gastropod was the most sensitive species [LCso geh,
mortality: 13,2 (10,4-15.9) pg/L and 17,0 (12,7 — 22,0) pg/L to AZX and Ortiva®,
respectively] while the bacteria the most tolerant one [ECsg smin, bioluminescence production: 10,3
(8,68-12,1) mg/L and 1,23 (0,94-1,60) g/L for AZX and Ortiva®, respectively] to the
two tested compounds. Overall, the tested species showed higher sensitivity to the
active ingredient AZX than to its commercial formulation Ortiva®, although it was not
possible to determine the toxic effects of the two compounds in macroalga Ulva sp. and

rotifer B. plicatilis.



It was also calculated the risk quotient value for azoxystrobin that turned out to be
very high. The results obtained in this study confirm that AZX and its commercial
formulation are highly toxic to marine/estuarine organisms. These results may
contribute to the establishment of maximum available limits of AZX in the
environment, leading to a more sustainable use of pesticides and a higher protection of

the receiving ecosystems.

Keywords: azoxystrobin, Ortiva®, toxicity, marine/estuarine biota
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1. Introducgéo

Os pesticidas sdo mundialmente utilizados no controlo de pestes, de patogénicos e
de ervas daninhas, e na producdo de comida (Aktar et al., 2009). Entre as substancias
antropogénicas produzidas atualmente, os pesticidas sdo amplamente detetados nos
ecossistemas marinhos e de agua doce (EEA, 2011; Kumar et al., 2005; Smith et al.,
2012). Esta ocorréncia esta relacionada com o facto de estes compostos apresentarem
um enorme perigo de escoamento e de lixiviagdo dos campos agricolas para 0s
ecossistemas aquaticos que lhes sdo adjacentes. Uma vez nestes ecossistemas, podem
provocar efeitos adversos em organismos ndo alvo, que por sua vez poderdo
bioacumular e promover a transferéncia destes compostos ao longo das cadeias
alimentares e, consequentemente prejudicar também a saude humana (Kelly et al.,
2007). Uma vez langados no ambiente, os pesticidas ficam sujeitos a uma imensa
multiplicidade de reagBes complexas e de influéncia de varios factores bidticos e
abidticos que podem determinar o seu comportamento, destino e toxicidade. Pelo que o
estudo e a compreensdo dos diversos efeitos negativos que estes compostos podem
provocar nos ecossistemas sdo fundamentais de forma a minimizar oS impactos
provocados pelo uso intensivo de pesticidas na agricultura.

A agricultura é o sector que mais utiliza pesticidas de modo a protegem a vitalidade
das plantas, garantirem rendimentos elevados e preservam a qualidade dos produtos
vegetais. E estimado que o consumo a nivel mundial de pesticidas seja de
aproximadamente 2 bilides de toneladas por ano, dos quais 45% sdo consumidos sO na
Europa (De et al., 2014).

Em Portugal, as culturas irrigadas, como o cultivo de arroz, sdo predominantes,
pelo que se estima que o perigo de contaminacdo dos sistemas aquaticos por pesticidas

usados na agricultura portuguesa seja elevado. Entre os pesticidas, os fungicidas sdo 0s



mais amplamente usados na agricultura. Em Portugal, os fungicidas sdo o tipo de
produto mais vendido (68% do total de vendas de pesticidas em 2012), seguido dos

herbicidas (14% do total de vendas de pesticidas em 2012) (REA, 2014).

1.1. Substancia ativa azoxistrobina

Atualmente, os fungicidas da familia quimica das estrobilurinas representam um
dos grupos mais importantes de pesticidas a nivel mundial que s&o utilizados para
controlar os fungos patogénicos das colheitas. Em 1999, as vendas de estrobilurinas
somaram US $ 620 milhdes em todo o0 mundo (Bartlett et al., 2002) e aumentaram para
US $ 1,636 mil milhdes até 2007 (Stanley Alliance Info-Tech, 2011). Da familia
quimica de estrobilurinas, a azoxistrobina é o fungicida mais usado mundialmente,
tendo entrado no mercado em 1996 (Barlett et al., 2002).

A azoxistrobina possui um largo espectro de ac¢do que permite controlar quatro
classes de fungos (Ascomycota, Deuteromycota, Basidiomycota e Oomycota) (Barlett et
al., 2001). O seu modo de acdo bioguimico esta focado na transferéncia de electrdes que
ocorre na cadeia respiratoria mitocondrial. A azoxistrobina liga-se fortemente ao local
reduzido da ubihidroquinona, local-Qo do composto 111 do complexo bcl, impedindo a
transferéncia de electrdes entre o citocromo b e o citocromo c1 da cadeia respiratoria.
Este procedimento impede a producdo de ATP, reduzindo grandemente a producdo
aerobica de energia e, reduzindo deste modo o crescimento do fungo (Barlett et al.,
2002). Mais ainda, a inibicao da respiracdo mitocondrial provoca a fuga dos electrfes da
cadeia respiratdria mitocondrial, induzindo o stress oxidativo das células (Barlett et al.,
2002; Garanzini & Menone, 2015; Zhang et al., 2010). A azoxistrobina também
enfraquece o sistema de defesa antioxidante, a0 mesmo tempo que promove a formagéo

de especies reativas de oxigenio (ROS), aumentando, assim os danos do stress oxidativo



nos organismos (Kim et al., 2007; Kim et al., 2008; Liu et al., 2013). E entfo, evidente
que este fungicida apresenta duas vias (a escassez de ATP e o stress oxidativo) de
controlo de fungos patogénicos. Como o modo de acdo da azoxistrobina ndo é
especifica, esta pode provocar efeitos adversos noutros organismos eucariotas para além
dos fungos alvos.

A substancia ativa azoxistrobina apresenta diversos comportamentos e multiplas
vias de entrada e distribuicdo nos varios compartimentos do meio ambiente, que
dependem das suas propriedades fisico-quimicas e das matrizes onde é libertada. Esta
substancia ativa apresenta uma baixa taxa de volatilizacdo de 7,3 x 10™* atm m®mol
(Constante da Lei de Henry, a 20°C), e uma baixa mobilidade no solo, é pouco solGvel
em agua (6,7 mg/L, 20°C), sendo estavel a hidrélise (pH 4-9) (EFSA, 2010; IUPAC,
2012; Rodrigues et al., 2013; US-EPA, 1997). Tanto em &gua como nos solos, a
azoxistrobina pode fotodegradar perante a irradiacdo dos raios solares e da radiagédo
ultravioleta (UV) (Ghosh & Singh, 2009). Ghosh e Singh (2009) também observaram
que azoxistrobina é mais persistente em solos aerébios do que em solos anaerébios. Em
condi¢Bes laboratoriais, a azoxistrobina exibiu elevada persisténcia durante as
incubacBes com sedimentos naturais aerdbicos, formando o metabolito principal
R234886 (EFSA, 2010). Num estudo realizado numa lagoa ao ar livre, a azoxistrobina
foi rapidamente absorvida nos sedimentos e posteriormente degradada na coluna de
agua, apresentando um tempo médio de dissociacdo (DTsp, tempo em que metade do
pesticida dissipou) calculado de cerca de 13 dias (EFSA, 2010). O risco médio de
lixiviagdo da azoxistrobina é médio a alto, enquanto na areia marinha, nos depdsitos de
morena e nos depdsitos de argila de sedimentos marinhos, o seu risco médio de

lixiviagdo é médio (Stenred et al., 2008).



A escala mundial, foram realizados estudos nas exposi¢des naturais de
azoxistrobina em amostras de aguas. No continente americano, em treze estados dos
Estados Unidos, das amostras de &guas recolhidas em 29 cursos de aguas, o valor mais
elevado medido da azoxistrobina dissolvida foi de 1,13 pg/L (Battaglin et al., 2011), e
no Brasil, o valor maximo medido é cerca de 0,19 pg/L em amostras de aguas
subterraneas e superficiais de "Platd de Neopolis" (Filho et al., 2010). No continente
europeu, os valores maximos medidos sdao mais elevados em comparagdo com os do
continente americano. Em Franc¢a, Dinamarca e Alemanha, a concentracdo maxima de
azoxistrobina obtida nas amostras de agua de cada pais é cerca de 29,70; 1,40 e 11,10
pg/L (Berenzen et al., 2005; Jgrgensen et al., 2012; Liess & von der Ohe, 2005),
respetivamente. Estas concentracdes ambientais estdo acima das concentracOes
maximas aceitdveis no ambiente, 0 que pode constituir um risco elevado para 0s
organismos aquaticos mais sensiveis (Rodrigues et al., 2013). Até a0 momento, ndo
foram encontrados valores relativos as concentracfes ambientais de azoxistrobina
medidas em A&guas superficiais de sistemas marinhos e estuarinos, publicados na
literatura cientifica.

A contaminacdo das aguas depende da natureza dos pesticidas (solubilidade em
agua, hidrofobia), das propriedades do solo, das condi¢es climaticas, da paisagem e
também da distancia desde o local de aplicacdo ao curso de agua (Cerejeira et al., 2003;
Donald et al., 2007; Gilliom, 2007). O transporte da azoxistrobina para o curso de dgua
pode ser efectuada por eventos de enxurradas ou lixiviagdo causadas por chuvas fortes,
logo apos a aplicacdo do pesticida nas colheitas. Nos corpos de agua, a azoxistrobina
eventualmente dissipa-se por absorcdo nos sedimentos e, subsequente, degradagéo
microbiana, com a formacdo de metabolitos, que geralmente sd&o menos tdxicos que o

composto original (Barlett et al., 2002). A azoxistrobina tem baixa lipofilicidade (log



Pow = 2.5), 0 que dificulta a sua absor¢do pelos organismos aquéticos (Barlett et al.,
2002). Por conseguinte, os organismos aquaticos podem ser afectados quer por
exposicao de curta ou longa duragdo nas bacias hidrogréfica, a pesticidas dissolvidos ou
absorvidos a particulas que se encontram em suspensdo ou no sedimento (Frankart et
al., 2002). Consequentemente, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA, 2010) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA, 1997)
instruem o uso de azoxistrobina em colheitas localizadas fora do alcance de lagos,
cursos de agua, lagoas, mangais e estuarios.

Para estudar e compreender os efeitos adversos da azoxistrobina no biota, varios
investigadores realizaram testes de toxicidade com diversas espécies. Estes estudos
revelaram que a azoxistrobina apresenta uma baixa toxicidade aguda e crdnica para
humanos, aves, mamiferos e abelhas, mas é altamente toxica para peixes e invertebrados
de agua doce, e peixes marinhos/estuarinos, e é muito alta para os invertebrados
marinhos/estuarinos (Barlett et al., 2002; EFSA, 2010; US-EPA, 1997). Contudo, dos
testes de toxicidade aguda realizados em organismos aquéaticos, encontram-se mais
trabalhos publicados com os organismos de &gua doce do que a organismos
marinhos/estuarinos, havendo ainda uma falha importante do conhecimento

relativamente ao ultimo grupo de organismos (EFSA, 2010; Rodrigues et al., 2013).

1.2. Formulagdes comerciais

Os pesticidas que usamos no dia-a-dia, sdo denominados formulagdes comerciais.
A formulacdo comercial é constituida por outros compostos para alem da substancia
ativa, que podem ser ingredientes inertes ou surfatantes. Estes ultimos atuam como
conservantes, emulsionantes e solubilizantes, ajudando muitas vezes a substancia ativa a

chegar ao local alvo. No entanto, estes compostos podem contribuir para a toxicidade



geral da formulagdo comercial do pesticida, seja pela sua toxicidade intrinseca ou pela
sua influéncia na toxicidade apresentada pelo ingrediente ativo (Carmichael, 2005;
Caux et al., 1996; Cox & Surgan, 2006; Hourmant et al., 2009; Lipok et al., 2010;
Pereira et al., 2009). Os ingredientes inertes das formulagdes comerciais também
desempenham um papel decisivo na determinacdo do comportamento, destino e
toxicologia ambiental da substancia ativa.

As legislagbes internacionais relacionadas com a regulamentagdo da
comercializacdo e uso de pesticidas focam principalmente nas substancias ativas em vez
das suas formulagbes. No entanto, sdo as formulagcdes comerciais que sdo aplicadas e
libertadas, pelo que é relevante a determinacdo e caracterizacdo da toxicidade das
formulacBes comerciais para se proceder a avaliagdo dos riscos ecoldgicos. A escassez
desta informacdo pode promover a subestimagdo do risco associado as formulagdes
comerciais. Logo a realizacdo de uma avaliacdo da substancia ativa e da sua formulagéo
comercial oferece entdo uma analise mais completa dos riscos associados a exposicao
de pesticidas no ambiente.

A substéancia ativa azoxistrobina é componente de diversas formulacGes comerciais,
como por exemplo, Abound®, Amistar®, Ortiva®, Priori® Quadris® e Quilt®. A
formulacdo comercial que foi selecionada para a realizacdo deste estudo é o Ortiva®,

que é muito usado no cultivo de cereais, como o arroz.

1.3. Espécies marinhas ou estuarinas

Na regido do Baixo Mondego (Portugal) o fungicida Ortiva® é comummente
utilizado na cultura do arroz para combater doencas como a piriculariose (DRAPC,
2009; ABOFHBM, 2012). Por conseguinte, é espectavel que as comunidades aquaticas

do estuario do rio Mondego possam estar expostas a este pesticida, uma vez que este



pode ser arrastado dos campos agricolas, onde é aplicado, para o rio Mondego, quer por
processos de lixiviagdo quer por processos de enxurradas superficiais que possam
ocorrer ap6s a aplicacdo do pesticida nos campos adjacentes as margens do rio
Mondego. Uma vez no sistema I6tico o pesticida pode ser transportado ao longo de
grandes distancias, principalmente ligado a particulas que se encontram em suspensdo
na coluna de 4gua. Uma vez chegadas ao estudrio estas particulas tendem a depositar-se
nos sedimentos.

Como o estuério é uma zona de bercario e de forrageamento para inimeras espécies
de peixes e invertebrados marinhos/estuarinos de muita importancia comercial e para
fins recreativos, este pesticida pode constituir um risco para estas espécies. O estuario é
entdo considerado como uma zona critica a contaminacdo por parte dos pesticidas,
devido a proximidade das fontes de exposicao a pesticidas e por estes ndo se dissiparem
tdo rapidamente como em zonas costeiras (Bocquené & Franco, 2005).

Devido ao fundamento anterior, a0 modo de acdo da azoxistrobina, a alta
sensibilidade dos organismos marinhos pela azoxistrobina e a falta de utilizacdo dos
organismos marinhos nos ensaios de toxicidade, selecionou-se espécies marinhas para a
realizacdo deste estudo. Foi escolhida uma grande diversidade de espécies de diferentes
filogenias e de niveis troficos distintos (decompositores, produtores e consumidores
primarios). As bactérias marinhas Vibrio fischeri foram selecionadas para a realizacéo
deste estudo como decompositores, por serem organismos procariontes que possuem
respiracdo aerobia, e esta esta associada a sua producdo de bioluminescéncia (Dunn,
2012), facilitando a medicéo dos efeitos de toxicidade. A azoxistrobina vai atuar nestas
vias impedindo a producao e emissao de luz pelas bactérias, tendo em consideracdo que
as bactérias procariontes de facto ndo possuem mitocondrias como 0s seres eucariontes.

Os produtores unicelulares deste estudo séo representados pelas microalgas marinhas



Nannochloropsis gaditana e Phaeodactylum tricornutum. Por pertencerem a base de
multiplas cadeias alimentares, como fitoplancton. As macroalgas do genero Ulva foram
selecionadas para representarem os produtores do grupo das macroalgas. Dado a sua
importancia como abrigo e alimento a organismos menores, e por se reproduzirem
assexuadamente. Os animais testados, Brachionus plicatilis, Artemia franciscana e
Gibbula umbilicalis (consumidores primarios) foram-no nas suas fases iniciais de vida
(larvas ou juvenis), por serem mais sensiveis a xenobioticos, que as suas formas adultas
(Mohammed, 2013). Os juvenis também sdo faceis de produzir, de manusear e de
manter em cultura, facilitando os ensaios de toxicidade a baixo custo e menor duragao
(Mohammed, 2013; Zhu et al., 2013). A avaliacdo dos pesticidas em sistemas marinhos
e estuarinos é importante porque o destino ambiental dos pesticidas pode ser
influenciado por fatores como a salinidade, pH, solubilidade de oxigénio e outros
fatores fisico-quimicos que diferem entre estes sistemas e os sistemas de agua doce

(DeLorenzo & Fulton, 2012).

1.4. Objectivos

O objetivo principal deste estudo é determinar e comparar os efeitos adversos
provocados pela substancia ativa azoxistrobina e pela sua formulacdo comercial Ortiva®
em espécies marinhas/estuarinas. S8o colocadas duas hipoteses: (i) hd uma grande
variabilidade interespecifica na sensibilidade a AZX e Ortiva®e (ii) o ingrediente ativo
AZX e a formulagdo comercial Ortiva® apresentam diferentes niveis de toxicidade para
0S organismos marinhos/estuarinos.

Este estudo é relevante, uma vez que ird preencher as lacunas dos conhecimentos
cientificos sobre a toxicidade da azoxistrobina, dando assim um contributo para

futuramente se estabelecerem limites maximos da azoxistrobina no ambiente aquatico.
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2. Material e métodos

2.1. Pesticida

A sua substancia ativa, azoxistrobina-AZX (PESTANAL; pureza de 99,9%) foi
adquirida a empresa Sigma-Aldrich (Missouri, EUA) e a sua formulacdo comercial
Ortiva® & empresa Syngenta® (Lisboa, Portugal) sob a forma de suspensdo concentrada
com 250¢g/L (23,1%) de azoxistrobina.

Para a AZX e o Ortiva® produziram-se solucdes stock e solucdes de trabalho
respetivamente, a partir das quais foram feitas diluicdes de modo a obter as
concentracOes a testar nos varios ensaios ecotoxicoldgicos. Uma vez que a substancia
ativa AZX ndo é soltuvel em &gua, foi efetuada uma solugdo stock de 200 mg/L no
solvente acetona, para tal, adicionou-se 0,2 mg de AZX em 1 mL de acetona. Esta
solucdo foi mantida a -18°C até a sua utilizacdo nos ensaios ecotoxicoldgicos. A
formulacdo comercial Ortiva® é sol(ivel em agua, pelo que as soluges de trabalho (para
todos 0s ensaios, excepto o da macroalga, as concentracdes foram diferentes: 5 g/L para
Vibrio fisheri e Phaeodactylum tricornutum, 2 g/L para Brachionus plicatilis, 1 g/L para
Nannochloropsis gaditana, 200 mg/L para Artemia fransciscana e Gibbula umbilicalis)
foram efetuadas no dia de realizacdo de cada ensaio ecotoxicologico através da adicéo

directa de Ortiva® ao respetivo meio de ensaio.

2.2. Ensaios ecotoxicologicos

Uma vez que a azoxistrobina € estavel em agua (US-EPA, 1997), realizaram-se
ensaios ecotoxicologicos estaticos, id est ndo houve renovacdo do meio durante todo o

periodo de exposicdo dos organismos. Os seguintes parametros fisico-quimicos foram
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medidos, utilizando uma sonda multiparamétrica (Hach HQ30d, EUA), em todos 0s
controlos e em todas as concentragdes de AZX e Ortiva® realizados: oxigénio
dissolvido, pH, salinidade. No final dos ensaios, todo o material exposto a AZX ou
Ortiva® foi lavado e descontaminado durante 6 horas através da sua imersdo numa
solucdo de detergente Extran® MA 01 a 2% (Millipore Corporation, Billerica, MA,
EUA) (Rodrigues et al., 2013). Todos os residuos gerados durante 0s ensaios
ecotoxicolégicos foram recolhidos por uma empresa especializada no tratamento deste

tipo de residuos.

2.2.1. Espécies

A avaliagédo da toxicidade de azoxistrobina (como ingrediente ativo e formulacéo
comercial) foi determinada através da realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos de curta
duracdo com sete espécies marinhas/estuarinas representativas de diferentes grupos
taxondmicos e funcionais de modo a obter um intervalo abrangente e representativo de
sensibilidades aos compostos estudados: a bactéria Vibrio fischeri (decompositor); as
microalgas Nannochloropsis gaditana e Phaeodactylum tricornutum (produtores); a
macroalga Ulva spp. (produtor); o gastropode Gibbula umbilicalis (consumidor
primério); o rotifero Brachionus plicatilis (consumidor primario) e o artropode Artemia

fransciscana (consumidor primério) (Tabela I).

2.2.2. Ensaio de inibic&o de bioluminescéncia com Vibrio fischeri

A bactéria marinha V. fisheri foi adquirida a empresa Quincomer Inc. (Lisboa,
Portugal) sob a forma liofilizada (sendo reconstituidas no dia em que foram utilizadas
nos ensaios), assim como a solucdo de reconstituicdo das bactérias, a solugdo de ajuste

osmotico e 0 meio de diluicdo. O ensaio pretendeu avaliar o efeito dos compostos

12



quimicos em estudo na inibicdo de producdo de bioluminescéncia por esta bactéria e foi
realizado de acordo com o protocolo Basic Test 81.9% (Azur, 1998). A bactéria foi
exposta a sete concentragdes nominais da substancia ativa AZX e da formulagéo
comercial Ortiva® (as condices de exposicdo dos dois ensaios encontram-se descritos
na Tabela I) e a dois controlos: controlo negativo (que consistiu no meio de diluicdo) e
controlo solvente (s6 realizado para o ensaio com AZX e correspondeu a concentracdo
méaxima de acetona usada para dissolver a AZX; neste ensaio, consistiu em 50 pL de
acetona em 10 mL de meio de diluicdo). As concentracOes testadas de AZX foram
obtidas a partir da diluicdo de uma solugdo de 20 mg/L (em meio de dilui¢do) produzida
a partir da respetiva solugéo stock de 200 mg/L da AZX. A luminescéncia emitida por
V. fisheri foi medida antes da exposicdo e ap6s 5 minutos de exposi¢cdo aos compostos
em estudo, utilizando o equipamento Microtox Model 500 Analyser acoplado ao

Microtox Omni Windows software (Modern Water, Reino Unido).

2.2.3. Ensaio de inibi¢cdo do crescimento com microalgas

Foram selecionadas duas espécies de microalgas marinhas pertencentes a dois
Filos: Nannochloropsis gaditana (Ochrophyta) e Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyta). Estas espécies foram mantidas em culturas de laboratorio numa
incubadora Binder KBW400 (Tuttlingen, Alemanha), a 20°C, sob luz continua
(intensidade: 3300 lux) e em &gua marinha artificial, obtida através da adicdo de sal
marinho artificial (Tropic Marin Salt Tropical, Marine Centre, Alemanha) a dgua ultra-
pura (Milli-Q Biocel System, Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA), a qual foi
adicionado o suplemento “goldmedium” duplamente concentrado numa proporgéo de

10 mL de suplemento para 1 L de meio (AQUALGAE, Espanha).
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Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados durante a fase de crescimento
exponencial das culturas de microalgas de acordo com o protocolo OECD 201 (2006)
(por favor, consultar a Tabela | para informacdo mais detalhada). Cada espécie foi
exposta a uma gama de 8 a 11 concentragdes de AZX ou Ortiva® (detalhes na Tabela 1)
e a um controlo negativo (que consistiu no meio de cultura) e outro com solvente (s6
realizado nos ensaios com AZX; concentragdo de acetona correspondente a presente nas
concentragcdes mais altas de AZX testada — 12,8 uL de acetona e 9987 uL de meio de
cultura para P. tricornutum; 6,4 uL de acetona e 9993,6 uL de meio de cultura para N.
gaditana), durante 72h sob as mesmas condi¢Oes de temperatura e luminosidade
descritas anteriormente para as culturas de laboratorio. As concentracbes de AZX e
Ortiva® testadas foram produzidas através da diluicdo de uma solugéo correspondente
ao dobro da concentragdo méaxima testada, que foi obtida a partir das concentracdes
stock (200 mg/L) de AZX e das concentracgdes de trabalho (5g/L para P. tricornutum e 1
g/L para N. gaditana) de Ortiva®. A exposicdo ocorreu em tubos de vidro onde se
adicionou 0,9 mL da solucéo teste e 0,1 mL de indculo de microalgas de modo a obter
uma concentragdo inicial de algas por réplica de 10° células/mL para P. tricornutum e
10* células/mL para N. gaditana. Apés a adicdo das microalgas, os tubos de ensaio
foram cobertos com tiras de Parafilm M®, colocados num agitador orbital no interior da
incubadora Binder. Além da agitacdo promovida pelo agitador orbital, todos os dias dos
ensaios as microalgas foram agitados manualmente com um vortex de modo a evitar o
efeito de sombra provocado pela deposicao das algas no seu crescimento. Apds as 72 h
de exposicdo, a microalga P. tricornutum foi fixada com glutaraldeido a 0.25% (49632
FLUKA), de modo a proceder a contagem das células utilizando a metodologia de
citometria de fluxo (CyFlow® Space, Partec, Alemanha) e o software FloMax®. No caso

de N. gaditana, anteriormente ao ensaio verificou-se que esta microalga agrega na
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presenca de glutaraldeido pelo que a contagem foi realizada com algas néo fixadas. O
armazenamento das microalgas até se proceder a sua contagem foi efectuado num
ultracongelador (Haier DW-86L628, China) a -80 °C. O célculo da taxa de crescimento
especifica foi realizado de acordo com a seguinte equagéo:

_ LnC72h - LnCOh
B At

U

em que, Con € Cyon correspondem a densidade de algas no inicio e final do ensaio,

respetivamente, ¢ At ao periodo de exposi¢ao (em dias).

2.2.4. Ensaio de inibi¢&o do crescimento com macroalgas

A macroalga do Género Ulva foi selecionada para realizar os ensaios de
toxicidade. Individuos deste Género foram capturados em zona de intertidal na costa
marinha portuguesa em Buarcos (oceano Atlantico, 40°10°16,5°N, 8°53°33,6’W). Em
laboratorio as macroalgas foram aclimatadas numa incubadora (Binder KBW400,
Tuttlingen, Alemanha) durante pelo menos 15 dias, em agua artificial marinha
suplementada com 1 mM KNOj3 e 0.1 mM de K;HPO,4, com arejamento continuo por
pedras difusoras ligadas a um filtro de seringa de 0,20 um (Minisart®, Sartorius Stedim
Biotech, Alemanha) e em condi¢des de temperatura de 15°C e intensidade luminosa
continua de 1550 lux.

Para realizar os ensaios de toxicidade foram selecionados os individuos que
durante o periodo de aclimatacdo apresentaram um crescimento de pelo menos 30%. As
condi¢Bes dos ensaios de toxicidade foram idénticas as condi¢des das culturas e
encontram-se descritas em detalhe na Tabela I. A macroalga Ulva sp. foi exposta a oito

concentracdes de AZX, a um controlo negativo (consistiu no meio de cultura) e um
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controlo solvente (sé no caso de AZX, que correspondeu a concentragdo méaxima de
acetona presente na maior concentragdo de AZX testada: 103 pL de acetona em 39897
pL de meio de cultura) durante 72h. Como ndo houve crescimento das algas no
controlo, ndo se realizou o ensaio com o Ortiva®. Foram seccionados discos com 16 mm
de didmetro de cada individuo e colocados, em numero de quatro por réplica, em
Erlenmeyers de 50 mL com 40 mL de volume de solucéo teste. Durante o0 ensaio, as
macroalgas foram colocadas num agitador orbital dentro da incubadora e foram também
ressuspendidas, tal como no ensaio das microalgas. Terminado o ensaio, retiraram-se 0s
discos dos frascos e fotografaram-se juntos a uma régua (Fig. 1) para determinar as
areas de cada disco a partir do programa IMAGEJ
(http://imagej.nih.gov/ij/download.html), de maneira a calcular a taxa relativa de
crescimento diario (Yong et al., 2013). A taxa relativa de crescimento somatico diario
foi calculada com base na equagéo:

1
LnCompnh)E 1

Heomp = (LnCompOh

em que, Compon € Compy,, correspondem ao didmetro dos medios dos discos de Ulva

sp. no inicio e final do ensaio, respectivamente, e At ao tempo de exposicao.
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Figura 1 — Medicdo do didmetro dos discos da macroalga Ulva sp.

2.2.5. Ensaio de letalidade com rotiferos

A espécie de rotiferos selecionada para realizar os ensaios de toxicidade letal foi
Brachionus plicatilis. Estes organismos foram adquiridos sob a forma de ovos de
resisténcia a empresa Microbiotests Inc. (Ghent, Belgium). Aproximadamente 24h antes
do inicio do ensaio, os ovos de resisténcia foram colocados em meio artificial salino
(ASTM E1440, 1991) com temperatura a 25 °C e luminosidade continua de 1200 lux de
modo a promover a eclosdo. Imediatamente apds ecloséo as larvas foram expostas a 10
ou 11 concentracfes de AZX (obtidas através da diluicdo direta da solucédo stock de 200
mg/L com meio artificial salino) e Ortiva® a um controlo negativo (consistiu em meio

artificial salino utilizado durante o procedimento de eclosdo) e um controlo solvente (s6
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no caso de AZX; correspondeu a uma concentragdo de acetona igual & da concentragdo
méaxima testada de AZX — 13,5 pl de acetona em 19986,5 uL de meio artificial salino).
Preparou-se 20 mL de meio de exposicdo, de modo a verificar 0os parametros
(salinidade, solubilidade do oxigénio e pH). A exposi¢do decorreu por um periodo de
24h numa incubadora (FitoClima Biol200, Aralab, Portugal) com temperatura
controlada a 25°C e no escuro (descricdo detalhada dos parametros de exposi¢do na
Tabela 1). Ap6s as 24h de exposicdo foram contabilizados os organismos mortos em
cada réplica. Um organismo foi considerado morto quando ap6s um estimulo fisico

permaneceu imovel durante 15 segundos.

2.2.6. Ensaio de letalidade com artropodes

A espécie de Artemia franciscana foi o artropode escolhido para a realizagdo dos
ensaios de toxicidade letal. Os ovos de resisténcia da A. franciscana foram adquiridos a
empresa Microbiotests Inc. (Ghent, Belgium). Cerca de 24h antes do inicio do ensaio,
estes ovos de resisténcia foram eclodidos em meio artificial marinho (Artoxkit M) numa
incubadora (FitoClima Bio1200, Aralab, Portugal) a 25 °C e com intensidade luminosa
continua de 1200 lux. Imediatamente apds eclosdo as larvas foram expostas a 10 ou 11
concentracdes de AZX (obtidas através da diluicdo direta da solucdo stock de 200 mg/L
com meio artificial marinho) e Ortiva® a um controlo negativo (consistiu em meio
artificial marinho utilizado durante o processo de eclosdo) e um controlo solvente (s6 no
caso de AZX; correspondeu a uma concentracdo de acetona igual & da concentragdo
méaxima testada de AZX — 103,2 pl de acetona em 19896,8 uL de meio artificial
marinho). Preparou-se 20 mL de meio de exposicdo de modo a medir os parametros.
Num periodo de 24 horas, o ensaio de letalidade das larvas de A. franciscana decorreu

dentro duma incubadora (FitoClima Biol1200, Aralab, Portugal) com temperatura
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controlada a 25°C e no escuro (descricdo detalhada dos parametros de exposi¢do na
Tabela I). No fim do ensaio, contou-se 0 nimero de organismos mortos em cada réplica.
Foram considerados os organismos mortos, aquele que ndo apresentaram movimentos

durante 15 segundos apds um estimulo fisico.

2.2.7. Ensaio de letalidade com gastrépodes

Individuos da espécie de Gastropoda Gibbula umbilicalis foram capturados numa
zona de intertidal localizada na costa marinha portuguesa (oceano Atlantico,
40°10°16,5’N, 8°53°33,6’W). Em laboratorio os organismos foram mantidos numa
incubadora (Binder KBW400, Tuttlingen, Alemanha) em meio artificial marinho,
suplementado com 150 mg/L NaHCO3 (S5761-1KG, Sigma) para manter a rigidez das
conchas dos gastrépodes, a uma temperatura de 15°C e fotoperiodo de 16h luz: 8h
escuro. Durante o periodo de aclimatacdo os organismos foram alimentados com a
macroalga Ulva sp.

Para a realizag&o dos ensaios de toxicidade com G. umbilicalis foram selecionados
individuos com o comprimento méaximo de concha entre 0s 6,50 e os 8,09 mm, medidos
com uma craveira digital electronica VWR (Radnor, PA, EUA). As condigdes e 0
desenho experimental dos gastropodes estdo descritos na norma ASTM E729, 96 (2002)
e apresentados na Tabela I. Antes dos ensaios, os caracois foram colocados num novo
meio sem as macroalgas Ulva sp. durante 48 horas para estarem todos a mesma situacao
inicial. O meio de ensaio dos caracois G. umbilicalis foi preparado em frascos de
Erlenmeyer a 150 mL. Os juvenis foram expostas a 6 concentracdes de AZX e Ortiva®,
a um controlo negativo (consistiu em meio artificial marinho) e um controlo solvente

(s6 no caso de AZX; correspondeu a uma concentracdo de acetona igual a da
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concentracdo maxima testada de AZX — 46.87 pl de acetona em 149953.13 pL de meio
artificial marinho). Num periodo de 96 horas, o ensaio de letalidade dos juvenis de
Gibbula umbilicalis decorreu dentro duma incubadora Binder KBW400, as mesmas
condicBes que a sua aclimatacdo, s6 que sem as macroalgas e o suplemento NaHCO3
(descricdo detalhada dos parametros de exposicdo na Tabela 1). Os parametros
(salinidade, solubilidade do oxigenio e pH) foram verificados antes do ensaio. Durante
o0 ensaio foi verificado duas vezes por dia se 0s caracois se encontravam submersos no
meio do ensaio, caso se encontrassem fora do meio de ensaio eram empurrados
ligeiramente com uma pipeta. Além disso, os frascos do ensaio foram tapados com
vidro de reldgio para evitar a evaporacdo do meio e a fuga dos caracois. Apds o ensaio,
foi verificado o ndimero de mortes dos caracOis. O critério para considerar um

organismo morto foi 0 mesmo utilizado nos ensaios com rotiferos e artémias.
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2.3. Andlise estatistica

Com os dados obtidos dos ensaios ecotoxicologicos, construiu-se uma curva de
concentracdo-resposta para cada ensaio, que foi ajustada a um modelo nédo-linear
baseado nos efeitos observados. Para os ensaios em que foi avaliada a mortalidade,
calcularam-se as concentracdes letais medianas (LCsp) e 0s seus respectivos limites de
confianca a 95%, utilizando o software PriProbit versdo 1.63. No caso das respostas de
taxa de crescimento populacional, os resultados obtidos foram ajustados com um
modelo logistico e as concentragBes medianas efetivas calculadas com base no modelo,
utilizando software STATISTICA™ (StatSoft Inc., 2005; versdo 7.0). No caso dos

.....

estes foram calculados pelo software Microtox Omni Windows.
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3. Resultados

3.1. Critérios de validade

Todos os ensaios ecotoxicoldgicos realizados cumpriram os critérios de validade
estabelecidos pelos(as) respetivos(as) protocolos/normas (Azur, 1998; ASTM E729,
2002; OECD 201, 2006), nomeadamente: (i) em todos os ensaios de toxicidade letal a
percentagem de mortalidade nos controlos negativos e solventes (com o solvente
acetona no caso dos ensaios com o ingrediente ativo AZX) foi inferior a 10%, (ii) nos
ensaios de crescimento com as duas especies de microalgas os coeficientes de variagdo
nos respetivos controlos foi inferior a 10% e a biomassa nos controlos aumentou

exponencialmente pelo menos 16 vezes durante o periodo do ensaio (72h).

3.2. Parametros fisicos e quimicos

Relativamente aos parametros fisico-quimicos medidos nos meios dos ensaios, nao
foram registadas alteracOes relevantes entre as diferentes concentracdes testadas (Tabela
Il para consulta detalhada dos valores minimos e maximos registados em cada ensaio;
todos estes parametros foram verificados antes dos ensaios). Os valores de oxigénio
dissolvido apresentaram-se sempre acima de 95,5%, indicando que 0s organismos nédo
estiveram expostos a condicdes de andxia ou hipdxia durante os ensaios. Os valores
medidos de pH permaneceram num intervalo de neutralidade a ligeiramente basico (6.6
a 8.4); a maior variacdo (1,5) registada nos valores de pH foi observada no ensaio

realizado com Ulva sp.
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Tabela 1l — Valores dos parametros fisico-quimicos medidos nas varias

concentracdes testadas nos ensaios de toxicidade que foram realizados com

o ingrediente ativo azoxistrobina e com a formulagdo comercial Ortiva®.

Oxigénio dissolvido

Espécies Salinidade pH

mg/L %
Vibrio fischeri ND ND ND ND
Nannochloropsis gaditana ND ND ND ND
Phaeodactylum tricornutum ND ND ND ND
Ulva sp. 348-351 6,94-844 884-987 98,8-106
Brachionus plicatilis 14,9 6,57-7,34 815-8,40 97,8-101
Artemia franciscana 31,3-374 680-793 851-933 103-106
Gibbula umbilicalis 330-331 7,16-8,08 9,05-918 955-99,3

ND — Nao determinado.

3.3. Ensaios ecotoxicoldgicos

As concentracdes de AZX e da sua formulacdo comercial Ortiva® que provocam
50% de efeito (e respetivos limites de confianca a 95%) nas espécies estudadas
encontram-se resumidos na Tabela I1l.

No ensaio realizado com a macroalga Ulva sp. e com a espécie de rotifero B.
plicatilis, ndo foram observados efeitos significativos no seu crescimento (nos controlos
negativos as macroalgas apenas cresceram em média cerca de 1,55%) ou mortalidade
(relativamente ao respectivo controlo), respetivamente, apds exposicdo as varias
concentraces de AZX ou Ortiva®. Uma vez que a concentracdo maxima testada é
considerada muito acima das concentragdes medidas e esperadas no ambiente [ver
Rodrigues et al. (2013) para mais informagdo sobre concentracfes de azoxistrobina
detetadas no ambiente], foi decidido ndo realizar ensaios com concentragdes acima
destes valores. Mais ainda, no ensaio em que a microalga P. tricornutum foi exposta a

varias concentragdes do ingrediente ativo AZX também néo foi observada uma inibicéo
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de crescimento relevante (inibicdo méxima observada foi de 8%), pelo que ndo foi
possivel calcular o seu ECsg 72 (Sendo este superior & maior concentracdo testada 6400
Hg/L).

De um modo geral as espécies testadas apresentaram maior sensibilidade ao
ingrediente ativo AZX do que a sua formulacdo comercial Ortiva® (Tabela 111). No
entanto, as duas espécies de microalgas constituiram excecGes a este padrdo de
sensibilidade: N. gaditana apresentou uma sensibilidade semelhante aos dois compostos
[apresentando sobreposicao dos limites de confianga dos ECsp 72n: 298 (202-394) e 323
(189-457), respectivamente para azoxistrobina e Ortiva®], enquanto a espécie P.
tricornutum apresentou uma maior sensibilidade a formulacdo comercial Ortiva®
[ECs0,72n =2750 (2479-3020), enquanto 0 ECsg 72n para AZX é superior a 6400 pg/L].

A bactéria V. fischeri foi a espécie que apresentou maior tolerdncia aos dois
compostos, apresentando valores de ECso smin, producio de bioluminescéncia d& 10,3 (8,68-12,1)
mg/L e 1,23 (0,94-1,60) g/L para AZX e Ortiva® respetivamente. A espécie de
Gastropoda G. umbilicalis foi a mais sensivel aos dois compostos testados, tendo
apresentado os seguintes valores de LCso g6h, mortalidade: 13,2 (10,4-15.9) pg/L para AZX e

17,0 (12,7 — 22,0) pg/L para Ortiva®.
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Tabela 111 — Valores das concentragfes (e respectivos limites de confianca a

95%) do ingrediente ativo azoxistrobina (AZX) e da sua formulacdo

comercial Ortiva® que provocam 50% de efeito (ECs ou LCs,) nas espécies

estudadas.

Parametro

Concentragéo

Espécie o (limite de confianga a 95%)
ecotoxicologico —
AZX Ortiva
Vibrio fischeri ECsosmin, posucaoe 103 ML 123 gl
bioluminescéncia (8,68-12,1) (0,94-1,60)
. . EC5O 72h. taxa de 298 ug/L 323 ug/L
Nannochloropsis gaditana e
P J crescimento populacional (202'394) (189-457)
. ECs0,72h, taxa de 2750 pg/L
Phaeodactylum tricornutum en > 6400 pg/L
d crescimento populacional HY (2479'3020)
Ulva Sp. ECSO,?Zh, taxa de _ _
crescimento somatico
Brachionus plicatilis LCs0,24n. mortalidade > 6400 pg/L > 6200 pg/L
. . _ 460 ug/L 1252 pg/L
Artemia franciscana LCs024h mortalidade (423-503) (1087-1454)
. e _ 13,2 pg/L 17,0 pg/L

3.4. Calculo do risco

O quociente de risco foi calculado apenas para o ingrediente ativo AZX uma vez
que ndo foram encontrados na bibliografia cientifica valores de concentracfes da
formulacdo comercial no ambiente aquéatico o que impossibilitou o calculo do quociente

de risco para este composto.
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Para calcular o risco ecoldgico do ingrediente ativo AZX foi aplicado o
procedimento que utiliza um factor de ponderagédo para calcular a concentragéo prevista
que ndo provoca efeitos (PNEC). Esta é uma metodologia deterministica que calcula o
PNEC com base em parametros de toxicidade obtidos através de ensaios
ecotoxicolégicos monoespecificos (Scheringer et al., 2002; EC, 2003). Dependendo da
quantidade de pardmetros ecotoxicoldgicos disponiveis é aplicado um factor de
ponderacdo que varia entre 10 e 1000. No caso do trabalho presente, como foram
monitorizadas maioritariamente respostas de mortalidade ou respostas que podem estar
associadas a ocorréncia de mortalidade (diminuicdo de densidade/producdo de
bioluminescéncia no final dos ensaios com as espécies de microalgas e com a bactéria)
foi aplicado o factor de ponderacdo 1000 ao valor mais baixo de LCso/ECsy que foi
calculado (correspondeu ao valor de ECsq calculado para a espécie G. umbilicalis).
Deste modo, o valor de PNEC calculado para AZX foi de 0,0132 ng/L.

O valor de concentracdo prevista no ambiente (PEC) para AZX foi determinado
com base no valor mais alto medido em rios e identificado na bibliografia cientifica
publicada. Deste modo, os valor de PEC utilizado para calcular o quociente de risco foi
30 ug/L (concentracdo maxima medida em rios dos Franga no verdo; Rodrigues et al.,
2013). Com base no valor de PNEC e PEC foi calculado o quociente de risco
(PEC/PNEC) de AZX que correspondeu a um valor de 2273. Este valor indica um risco

considerado muito elevado.
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4. Discussao

A nivel mundial o uso de pesticidas no sector agricola é considerado fundamental
para se manterem niveis de producdo satisfatérios. No entanto, em paralelo existe um
debate intenso sobre se os beneficios resultantes do uso destes compostos quimicos
compensam 0s riscos ambientais que advém do seu uso. Neste sentido, as agéncias
internacionais de regulamentacdo veicularam leis que obrigam a uma caracterizacéo
fisica, quimica e ecotoxicoldgica detalhada dos pesticidas para se proceder a aprovagao
da sua comercializagdo e, deste modo, promover o uso sustentavel destes compostos e
uma maior protecdo ambiental. De um modo geral esta caracterizagdo é feita ao
ingrediente ativo, no entanto, as formula¢Ges comerciais, comummente, sdo compostas
por outros ingredientes inertes que podem alterar a toxicidade do ingrediente ativo
(aumentando ou diminuindo a sua toxicidade; e.g. Lipok et al., 2010; Puglis & Boone,
2011), sendo portanto necessario também proceder a caracterizagdo destes ultimos
compostos. Deste modo, o presente trabalho pretendeu avaliar e comparar os efeitos
adversos provocados pelo ingrediente ativo AZX e pela sua formulacdo comercial
Ortiva® em espécies ndo-alvo marinhas/estuarinas. Foram colocadas as seguintes
hipbteses: (i) as espécies ndo-alvo apresentam uma gama de sensibilidades alargada a
AZX e ao Ortiva® e (ii) os dois compostos quimicos apresentam diferentes niveis de

toxicidade para as espécies ndo-alvo testadas.

Os resultados obtidos permitem confirmar a primeira hipotese uma vez que 0s
valores de LCso/ECsq diferiram em pelos menos duas ordens de magnitude entre as
espécies testadas quer para AZX quer para Ortiva®. Estes resultados eram esperados
uma vez que no artigo de revisdo publicado por Rodrigues et al. (2013) a compilagéo de
valores de LCso/ECso para cinco espécies marinhas/estuarinas incluem um intervalo de

valores com pelo menos uma ordem de magnitude (valor mais baixo de LCsg e, para
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juvenis de Americamysis bahia - 56 pg/L e valor mais alto de LCsg 4gn para Crassostrea
gigas - 1300 ug/L). Mais ainda, a variabilidade na sensibilidade de espécies a varios
tipos de substdncias quimicas é bem conhecida e fundamentada na bibliografia
cientifica (e.g. DeLorenzo et al., 2001). Esta diferenca interespecifica na sensibilidade a
compostos quimicos pode estar relacionada com varios fatores intrinsecos a espécie
como, por exemplo, diferentes vias de entrada e internalizagdo dos contaminantes nos
organismos, distintos niveis basais de atividade de enzimas envolvidas em mecanismos
de detoxificacdo, expressao diferencial de genes envolvidos em mecanismos de
detoxificacdo, tamanhos corporais diferentes, entre muitos outros factores (ex. Brown et
al., 2004; Muyssen et al., 2005). No presente trabalho (e comparando também com os
dados de toxicidade j& publicados para organismos marinhos/estuarinos expostos a
AZX; consultar a revisdo dos valores publicados em Rodrigues et al., 2013) a espécie
de gastropode G. umbilicalis, apesar de possuir uma concha que poderia servir de
alguma protecdo a exposicdo aos compostos quimicos, foi a que apresentou maior
sensibilidade quer a AZX quer a Ortiva® (LCsogen 13,2 € 17,0 pg/L, respetivamente).
Para além da influéncia dos fatores descritos acima, este resultado pode estar
relacionado com o facto de esta espécie apresentar um Orgdo especializado na
metabolizacdo de xenobidticos, o figado, que pode resultar na producéo de subprodutos
mais toxicos para o organismo do que a AZX. Por exemplo, Guilhermino et al. (1996)
verificou que o insecticida paratido provoca uma maior inibi¢cdo na atividade da enzima
acetilcolinesterase (do organismo Daphnia magna) em exposi¢des in Vivo
comparativamente com exposi¢des in vitro. Os autores sugerem precisamente que estes
resultados estéo relacionados com o facto de na exposic¢éo in vitro ndo ser considerada a
via de metabolizagdo dos compostos no interior do organismo, que pode originar

subcompostos que podem apresentar maior (ou menor) toxicidade para o individuo. No
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caso do trabalho de Guilhermino et al. (1996) durante a exposi¢do in vivo a
metabolizacdo do paratido originou o0 subproduto paraoxdo que apresenta uma
toxicidade mais elevada que o composto que lhe deu origem.

Relativamente a segunda hipdtese que foi colocada, observaram-se diferengas na
toxicidade dos dois compostos para as espécies testadas. De um modo geral o
ingrediente ativo apresentou maior toxicidade do que a formulagdo comercial Ortiva ©.
Interessantemente as microalgas foram as Unicas espécies em que a AZX ndo
apresentou maior toxicidade do que o Ortiva®. Este resultado pode estar relacionado
com o facto de as microalgas possuirem parede celular, que pode dificultar de forma
diferenciada a internalizacdo destes compostos relativamente aos outros organismos
testados.

Na literatura cientifica existem j& alguns trabalhos publicados em que é comparada
a toxicidade do ingrediente ativo e das suas formulagdes comerciais. No entanto, ndo é
possivel identificar um padrdo de maior toxicidade associada ao ingrediente ativo ou as
suas formulagdes comerciais, dependendo do composto quimico e da espécie testada.
Como alguns exemplos: (i) Hourmant et al. (2009) comparou a toxicidade da susbtancia
activa bentazona (herbicida) com a sua formulacdo comercial Basamais® no
crescimento da microalga Chaetoceros gracilis; a formulagdo comercial (ECso 72n = 60
ug/L) demonstrou ser mais toxica que a substancia ativa bentazona (ECsp7on = 150
mg/L); (ii) Amara et al. (2013) determinou a toxicidade do fungicida epoxiconazol e da
sua formulacdo comercial Opus® num ensaio de toxicidade com a diatomacea marinha
Chaetoceros calcitrans, e também observou uma maior toxicidade da formulagéo
Opus® (2.9+0.24 ug/L) comparativamente a epoxiconazol (2310+180 ug/L); (iii) Plugis
e Boone (2011) compararam a toxicidade de sete ingredientes ativos com as suas

correspondentes formulagdes comerciais para a espécie de rd Rana clamitans e
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verificaram que as formulagdes comerciais revelaram ser mais toxicas do que 0s seus
ingredientes ativos em trés dos sete pesticidas estudados; (iv) contrariamente aos
exemplos anteriores, Beggel et al. (2010), observaram que as formula¢Ges comerciais
dos insecticidas Talstar® and Termidor® apresentam maior toxicidade para larvas de
Pimephales promelas do que os correspondentes ingredientes ativos e (v) Pereira et al.
(2009) verificaram que a formulacdo comercial do herbicida Stam é mais téxico que o
ingredient ativo (propanil) para a microalga Pseudokirchneriella subcapitata.

As diferencas observadas entre a toxicidade das formulagdes comerciais e 0s seus
ingredientes ativos pode ser atribuida em parte a adicdo de ingredientes inertes, estes
podem promover um aumento ou a diminuicdo da toxicidade do ingrediente ativo
através de efeitos antagonistas, aditivos ou sinergisticos entre os compostos (tal como
ilustrado pelos exemplos mencionados acima). No entanto, salvo poucas excecgoes (ex.
adicédo do surfactante POEA na formulagdo comercial do glifosato; Howe et al., 2004)
estes ingredientes sdo desconhecidos uma vez que as industrias produtoras de pesticidas
ndo séo obrigadas a fornecer esta informacdo, o que dificulta o estudo e compreensao
dos fatores que determinam a toxicidade das formulagGes comerciais (Malev et al.,
2012).

Em termos de andlise de risco de pesticidas, que de um modo geral é feita com base
no ingrediente ativo, o cenario em que a formulacdo comercial apresenta maior
toxicidade que o seu ingrediente ativo € 0 mais preocupante pois O risco sera
subestimado e os ecossistemas receptores do pesticidas irdo estar subprotegidos. No
trabalho presente, de um modo geral a AZX demonstrou ser mais toxica que a sua
formulacdo comercial sugerindo que uma avaliagcdo de risco do ingrediente ativo ndo ira

subestimar o risco ecologico em ecossistemas marinhos/estuarinos.
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Apesar de ndo constituir um objectivo principal deste trabalho, foi calculado o
quociente de risco para a AZX, que revelou ser muito elevado. Este constituiu um
resultado esperado pois a Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA)
num relatério que publicou relativo a avaliacdo de risco de azoxistrobina (EFSA, 2010)
concluiu que este pesticida € considerado muito tdxico para organismos aquaticos. Mais
ainda, considerando a classificagdo da Comisséo da Unido Europeia de acordo com a
norma 93/67/EEC-Annex 1 (1996) a azoxistrobina e a sua formulagdo quimica deverdo
ser colocadas na categoria de Extremamente TOxico uma vez que apresentam valores de
ECso inferiores a 0,1mg/L. No entanto, deve ser real¢cado relativamente ao valor do
quociente de risco calculado neste trabalho para AZX que este calculo foi feito com
base num valor de PEC para regifes ndo estuarinas de um rio. Apesar de ser expectavel
que os valores de AZX em zonas estuarinas ndo sejam mais baixos, pois estas regides
constituem areas de deposi¢do e acumulacdo de contaminantes com origem a montante,

as interpretacOes a derivar deste valor devem ser prudentes.
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5. Conclusao

A avaliacgéo de riscos dos pesticidas continua a ser um dos grandes desafios no que
respeita aos problemas provocados pela agricultura e produgdo intensiva. Os
organismos estuarinos podem sofrer véarios efeitos adversos devido a contaminacéo
ambiental por pesticidas, pois para além de estarem expostos a concentracfes de
pesticidas oriundas de regides a montante e que sao transportados na coluna de agua, do
rio, entrando desta forma nos estuarios, estdo também expostos a pesticidas que se
acumulam nos sedimentos estuarinos que sdo continuamente ressuspendidos devido a
acdo das marés ou dragagens. No entanto, tal como foi referido neste trabalho existem
poucos trabalhos de avaliagédo de risco de pesticidas em organismo marinhos/estuarinos
e esta falha de conhecimento ainda é mais evidenciada no que respeita a comparagédo da
toxicidade dos ingredientes ativos e das suas formulacdes comerciais. Os resultados
obtidos no presente trabalho evidenciam a necessidade de gerar informacdo sobre a
toxicidade de pesticidas para uma gama de espécies pertencentes a diferentes grupos
taxondmicos e funcionais, pois existe uma grande variabilidade na sensibilidade a estes
compostos e uma espécie mais sensivel a um determinado pesticida pode nao o ser a um
pesticida pertencente a outro grupo quimico. Mais ainda, é fundamental compreender de
qgue modo os ingredientes inertes que sao adicionados aos pesticidas interagem com as
substancias ativas e de que modo podem influenciar/alterar a sua toxicidade. Este
conhecimento é fundamental para gerar analises de risco ecoldgico de pesticidas exatas,
evitando sub- ou sobre-estimar o risco real que é fundamental para a protecdo dos

ecossistemas, mas também para um desenvolvimento sustentavel do setor agricola.

No caso especifico da AZX e da sua formulacdo comercial Ortiva®, o presente
estudo revelou que ambas sdo altamente toxicas para o biota marinho/estuarino. No

geral, a substancia ativa apresentou-se mais toxica que a sua formulacdo comercial.
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Contudo sugere-se que sejam desenvolvidos trabalhos futuros no sentido de averiguar
0s modos de a¢do desta formulagdo no biota aquético envolvendo o estudo da influéncia

de factores abio6ticos e bidticos na sua toxicidade.
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