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Resumo

Atualmente existem diversos produtos com acao repelente disponiveis no mercado. Os mais estudados
compostos ativos com acao de repeléncia contra insetos sdo o DEET, icaridina e EBAAP (IR3535®).
Mesmo que em baixas concentracdes, ha um risco de toxicidade desses compostos para a biota, até
para os niveis tréficos mais elevados. Nesse sentido, se faz necessarias maiores investigacdes visto
gue ndo existem muitas informag@es sobre as suas consequéncias ecotoxicologicas. O presente estudo
visa avaliar a toxicidade aguda dos repelentes comerciais (DEET) para organismos aquaticos de
diferentes niveis tréficos. A exposi¢do ao DEET induziu toxicidade crdnica para microalga Raphidocelis
subcapitata a partir da concentracdo de 0,1 pg/L. No entanto ndo foram observada toxicidade aguda
para o microcristdceo Daphnia similis e larvas de peixe Danio rerio.

Palavras-chave: Peixes, DEET, Contaminantes Emergentes.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas - Ecologia
Introducéo

Os mosquitos sdo uma grande preocupacao em todo o mundo, especialmente durante os meses de
verdo. Em muitas areas os mosquitos sao um grande incbmodo, mas de muito maior significado sao
aqueles que representam uma ameagca direta a salde em fungéo da sua capacidade de transmisséo
de doencgas (Linthicum et al., 2006). Particularmente no Brasil, devido as doengas transmitidas por
mosquitos nos ultimos tempos (dengue, zika, chicungunha, febre amarela, dentre outras) espera-se um
aumento no uso de repelentes como medida profilatica.

Repelentes sintéticos de insetos sdo compostos aplicados em superficies para repelir os insetos,
principalmente mosquitos. Como alguns destes repelentes foram repetidamente detectados em aguas
superficiais em concentracdes significativas, foi observado que esses compostos também podem
exercer efeitos repelentes em organismos aquéticos ndo-alvo (Fink et al., 2017).

O ingrediente mais comum de repelentes de insetos é o DEET (N,N-dietil-m-toluamida, CAS n° 134-
62-3). Apesar de ser o repelente de insetos mais utilizado no mundo, nunca foram testadas quais as
consequéncias que sua introdu¢do no ambiente aquético, pois foi originalmente registrado para uso
interno (Costanzo et al., 2007). A concentragdo maxima de repelentes contra insetos que contenham
DEET como principio ativo, em criangas entre 2-12 anos € de 10% do composto com aplicagdo
restringida em trés vezes por dia. No entanto, para individuos acima de 12 anos permite-se
concentracdes acima de 10%. Ja para criangas abaixo dos 2 anos, ndo deve ser utilizado repelente
gue contenha a substancia (ANVISA, 2015).

A demanda por repelentes alternativos aumentou na década de 1980, sendo as duas alternativas
mais comuns em relacdo ao DEET sao: EBAAP (IR3535®) e a Icaridina. Em testes com produtos
comerciais, os resultados de Semmler et al. (2011) sugerem que 0s produtos que contém Icaridina e
EBAAP sdo mais eficazes do que aqueles que contém DEET, o que vem aumentando a procura por
produtos a base dessas formulages.

ApOs o uso, parte dos residuos desses compostos atinge os ecossistemas aquaticos, 0 que vem
permitindo a determinacdo desses residuos em aguas superficiais e subterraneas. O DEET foi
detectado em aguas subterraneas e superficiais em concentragdes de até 3 ug L-1 na Europa e até 33
Mg L-1 nos EUA (Nendza et al., 2013). Por outro lado, ainda séo poucos os relatos sobre os niveis de
Icaridina e EBAAP em aguas superficiais, mas baixas concentragbes (ug L-1) de Icaridina foram
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observadas em lagos e rios europeus (Knepper, 2004). No entanto, uma avaliacdo temporal é
necessaria considerando o aumento do uso desses compostos em repelentes comerciais.

A presenca dos residuos desses compostos de forma isolada e suas misturas podem induzir efeitos
téxicos nos organismos. Com isso, faz-se necessarias maiores investigacdes, pois ndo ha informacdes
suficientes sobre as suas consequéncias ecotoxicolégicas para diferentes organismos néo-alvo.

Metodologia

O presente estudo foi realizado conforme as diretrizes de ética e os métodos experimentais
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Campus de Alegre da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEUA-ALEGRE) com o nimero de protocolo 029/2019.

Os efeitos do DEET em concentrages ambientalmente relevantes foram avaliados em
organismos de diferentes niveis troficos (algas, microcrustaceos e larvas de peixes). Para o ensaio do
primeiro nivel trofico, preparou-se as culturas iniciadas de Raphidocelis subcapitata inoculando uma
alca de células algaceas (de uma placa de agar) em 100 mL de meio LC Oligo em frascos de
Erlenmeyer para obter culturas exponenciais. O teste de inibicdo do crescimento foi realizado de acordo
com a ABNT NBR 12648. Para controle (apenas com meio LC Oligo) e concentragfes testadas, dez
réplicas foram preparadas em frascos estéreis. Uma aliquota de células de 1x10° células/mL foi
adicionada a cada replicado tratado com as concentra¢des (1000, 100, 10, 1, 0,1 e 0,01 ug/L). As
solucdes foram mantidas em uma incubadora BOD com luz fluorescente branca continua a 23 ° C e 27
° C por 72 h. No final do teste, uma aliquota de cada amostra (controle e tratadas) foi contada sob um
microscopio 6ptico com uma camara Neubauer sob uma objetiva 40X.

Para o ensaio toxicoldgico do segundo nivel tréfico, foi realizado o teste de toxicidade aguda com
Daphnia similis de acordo com a ABNT NBR 1271328, onde dez réplicas com cinco recém-nascidos
de 6 a 24 horas de idade serdo expostos a 10 mL de amostras tratadas com as concentrac¢des (1000,

100, 10, 1, 0,1 e 0,01 ug/L) por 48 horas em condi¢cfes estéaticas a 20 + 2 ° C no escuro. Manteve-se
as amostras de controle apenas com meio MS. Apos a exposi¢éo, os organismos foram imobilizados e
contados.

O teste de toxicidade aguda de terceiro nivel tréfico foi realizado de acordo com a ABNT NBR15499.
Dez organismos em estégio larval de Danio rerio serdo expostos a formula¢cdes comerciais do repelente
a base de DEET. Os organismos foram expostos a diferentes concentra¢des (1000, 100, 10, 1,0,0,1 e

0,01 ug/L), sendo o controle mantido apenas com agua desclorada por 96 h como um teste semi-
estatico, com renovacdo da solugcdo de teste a cada 48 h. O efeito observado foi a letalidade em
comparac¢ao com o controle nas mesmas condicdes.

Para todos os trés ensaios, preparou-se inicialmente a solugdo mais concentrada, sendo retirada a
aliquota correspondente a partir do repelente comercial contendo 6,79% de DEET. A partir dessa
solucao, foram realizadad diluicdes sucessivas para obten¢do das demais solugfes teste. Realizou-se
também a afericdo dos parametros ambientais pH, condutividade e quantidade de oxigénio dissolvido
para cada concentracao testada incluindo o controle sendo duas réplicas para cada parametro.

Resultados

O ensaio de toxicidade crénica com microalga Raphidocelis subcapitata demonstrou o potencial
téxico (inibicdo do crescimento algaceo) do repelente comercial & base de DEET a partir da
concentracdo de 0,1 pg/L (Figura 1). No entanto ndo foram observados efeitos no ensaio de toxicidade
aguda com o microcristaceo Daphnia similis — segundo nivel tréfico (Figura 2) e no ensaio de toxicidade
cronica de curta duragao com larvas de peixe Danio rerio — terceiro nivel tréfico (Figura 3).
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Figura 1 — Percentual de algas R. subcapitata expostas a diferentes concentracées do repelente comercial
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Figura 2 - Percentual de imobilidade de Daphnia similis expostas a diferentes concentragdes do repelente
comercial contendo 6,79% de DEET.
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Figura 3 - Percentual de letalidade de larvas de Danio rerio expostas a diferentes concentragées do repelente
comercial contendo 6,79% de DEET.
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Discusséo

Os dados do presente estudo demonstram que as formulac6es comerciais de repelente a base de
DEET podem desempenhar efeito biolégico, em especial em niveis inferiores da cadeia tréfica
(produtores priméarios). Apesar dos niveis superiores (microcrustaceos e larvas de peixe) ndo terem
sido diretamente, impactos ambientais nos produtores primarios podem afetar a sobrevivéncia de
outros niveis da cadeia trofica.

As algas desempenham um papel critico como produtores primarios, e sua sensibilidade a
compostos quimicos pode ter consequéncias significativas para todo o ecossistema aquatico. A inibicédo
do crescimento das algas pode reduzir a disponibilidade de alimentos para organismos de niveis
troficos superiores e afetar a dindmica de todo o ecossistema (Bellas et al., 2016).

Costanzo et al..(2007) demonstrou que 75 mg/L de DEET trazem impacto toxicolégico em Daphnia
magna expostas por 48h causando efeitos de imobilizagdo nos organismos. Comparando com dados
doc presente estudo com D. similis observa-se que as concentracdes foram inferiores, porém, mais
realisticas, sendo préximas das concentrag@es encontradas nas aguas superficiais. De acordo com
Nendza et al. (2013), o DEET foi detectado em &guas subterraneas e superficiais em concentracdes
de até 3 ug L1 na Europa, dentro da faixa avaliada no presente estudo.

Embora as larvas de peixe-zebra sejam sensiveis a muitos contaminantes, o DEET, nas
concentracdes testadas, parece ndo ser suficientemente toxico para causar mortalidade aguda. No
entanto, efeitos subletais, como mudangas comportamentais ou impacto na reprodug&o a longo prazo,
ainda podem ocorrer e precisam de investigacdo mais detalhada (Seeland et al., 2012).

Conclusao

Embora os efeitos agudos do DEET parecam ser minimos para organismos aquaticos em
concentragbes ambientais, o estudo ressalta a necessidade de investigagfes mais aprofundadas.
Sugere-se a realizagdo de testes adicionais que considerem diferentes condicbes ambientais e
organismos em diferentes estagios de desenvolvimento. Além disso, avaliar os efeitos crénicos,
subletais e as misturas de diferentes compostos quimicos presentes nos repelentes comerciais pode
proporcionar uma compreensao mais abrangente dos riscos ecotoxicoldgicos.
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