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ABSTRACT

The fipronil is an insecticide that has broad-spectrum of action to insect's control. Due the great
volume applied in agriculture, it has the possibility of the fipronil to be leached, to suffer to runoff
or drift, being able to reach the aquatic way and to provide danger for the aquatic population. To
determine the acute toxicity and fipronil environmental risk on guppy (Poecilia reticulata) 105
adult fishes were exposed at seven concentrations: 0.00, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, and 0.15
mg-L", in aquariums with capacity for 7 L in static system. The exposed fishes to 0.1, 0.125, and
0.15 mg-L" had presented happened hyper-excitation symptoms alternated with lethargy and
erratic swimming in 12 h first. The mortality after 96 h exposition were of 100.0, 86.6, and 80.0%
t00.15,0.25 and 0.1 mg-L ' respectively, and in the concentrations 0f 0.025, 0.05 and 0.075 mg-L",
mortality were of 13.3, 20.0, and 33.3%, respectively. The LC,,,, of fipronil for guppy was of
0.08 mg-L" classifying it as toxic extremely. The environment concentration estimated (CAS)
and the environment risk (RQ) for a 0.3 water column in the recommended dosage highest (400 g
ia-ha™) was of 133.33 and 0.02 mg-L", and for 2.0 m was of 1666.63 and 0.25 mg-L", classified
environmental with adverse effect and adverse possibility effect respectively.

Key words: aquatic environment, central nervous system, insecticide, LC,,,,, phenylpyrazole.

RESUMEN

El fipronil es un insecticida que tiene amplio espectro de accion para el control de insectos.
Debido a los grandes volumenes aplicados en la agricultura, hay posibilidades de que el fipronil
sea lixiviado, sufra escorrentia superficial o deriva, pudiendo llegar a los cursos de agua y
proporcionar riesgos en la poblacion acuatica. Para determinar la toxicidad aguda y el riesgo
ambiental del fipronil para el guppy (Poecilia reticulata) 105 peces adultos fueron expuestos a
siete concentraciones: 0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125 y 0,15 mg-L", en acuarios de vidrio con
capacidad para 7 L, en sistema estatico. Los peces expuestos a 0,1; 0,125 y 0,15 mg-L"
manifestaron sintomas de hiperexcitacion alternados con letargia y nado erratico en las primeras
12 h. La mortalidad de los peces después de 96 h de exposicion fue de 100; 86,6 y 80% para 0,15;
0,25 y 0,1 mg-L" respectivamente, en las concentraciones de 0,025; 0,05 y 0,075 mg-L", la
mortalidad fue de 13,3; 20 y 33,3% respectivamente. La concentracion letal 50 en 96 h (CL,, )
fue estimada en 0,08 mg-L" clasificAndolo como extremamente toxico para esta especie. Para el
riesgo ambiental acuatico (CAS) y el cociente de riesgo (CR) se determind como alto riesgo de
intoxicacion en una columna de agua de 0,3 m con valores de 133,33 y 0,02 mg-L"y de moderado
abajoalos 2,0 mcon valores de 1666,63y 0,25 mg-L", siendo aplicado a la dosis de 400 gi.a./ha,
segun lo recomendado por el fabricante.

Palabras clave: ambiente acuatico, CL, ,,, fenilpirazol, insecticida, sistema nervioso central.
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INTRODUCCION

El cultivo de cana de azucar en Brasil,
que data del periodo colonial (siglo XVI) ha
venido representando un segmento importante
en la economia de los estados productores de
cafia de azlcar, particularmente debido al
programa de combustible de alcohol conocido
como “Pro alcohol”, que fue establecido en
1975 para resolver la dependencia externa de
energia. Entretanto, este programa gano una
nueva atencion e importancia en los ultimos
afos, como adoptar el uso de un combustible
ambiental seguro para los automoviles que
estan construidos para funcionar en cualquier
proporcion de gasolina y alcohol etilico,
conocidos como “total flex”.

De acuerdo con el Instituto Nacional de
Geografia y Estadisticas, el area usada en
Brasil para la produccion de cafia de azucar en
el ano 2006 fue de 7,04 mill de has, siendo la
region Centro-Sur la mayor productora de
alcohol con 20.250,174 m’, el estado de Sdo
Paulo tuvo una produccion de 265,3 mill de
tnas en la cosecha de 2006/07, siendo la mayor
produccion del pais con 60% (Ministério da
Agricultura2007).

Entre las tecnologias utilizadas se
destaca el uso de insecticidas como el fipronil,
usado para el control de insectos dafiinos en la
cafia de azucar. Se estima que actualmente el
fipronil es aplicado en aproximadamente 1,7
mill de has de caia de azucar para el control del
comején, escarabajos y broca de la cana.
Ademas de la cana de azucar, la aplicacion del
fipronil es eficaz en bajas dosis para el control
de gran variedad de insectos foliares en
cultivos de arroz (Balanga & De Visscher
1997), verduras y frutas (Zhao et al. 1995,
Stevens et al. 1998), siendo utilizado también
como terapéutico en veterinaria (Hainzl &
Casida 1996).

El alto uso de este insecticida se debe a
la alta eficacia en el control de insectos
resistentes a los insecticidas piretroides,
organofosforados y carbamatos (IBAMA
1987, Bobé et al. 1997). Con ese uso intenso en
la agricultura, se espera la presencia de

residuos en la red hidrografica cercana a las
areas aplicadas.

Existe carencia de informaciones
locales sobre los posibles impactos que los
agrotoxicos puedan causar en los sistemas
acuaticos, pero se sabe que el riesgo de
transporte en las areas de aplicacion cercanas a
la red hidrografica pueda resultar en una
accion directa sobre organismos no blancos, o
indirecta por la alteracion de su habitat o
interferencia en la cadena trofica (Nakagome
etal.2007).

En los ambientes acuaticos, los
agrotoxicos pueden influenciar en los ciclos
normales de vida de los organismos presentes
en los cuerpos de agua. En contacto intimo, los
agrotoxicos pueden ser absorbidos y
acumulados en los organismos
(bioacumulacién) ascendiendo asi en la cadena
trofica. Este acumulo de residuos toxicos en
esta cadena, depende de la disponibilidad y
persistencia de los contaminantes en el agua
dependiendo principalmente de sus
caracteristicas fisicas y quimicas.

El guppy, Poecilia reticulata fue
introducido en el Brasil para el control
bioldgico de mosquitos, aprovechando el
comportamiento alimenticio de las larvas
(Kohnem 1983). Segun, Svobodova &
Opperhuizen (1996) esta especie es muy
utilizada en estudios de toxicidad debido a su
capacidad de adaptacion a las condiciones de
laboratorio, siendo indicada por la APHA
(1998) como organismo para realizar este tipo
de estudio.

El objetivo de este trabajo fue estimar
el valor de la concentracion letal media aguda
durante 96 h de exposicion (CLs ) Y
clasificar el riesgo ambiental del fipronil para

el guppy.
MATERIAL Y METODOS

El estudio ecotoxicoldgico fue
realizado de acuerdo con los procedimentos de
normas de bioensayos establecidas por la
CETESB (1999) — Métodos de Evaluacion de
la Toxicidad de contaminantes a Organismos
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Acuaticos V. I, e IBAMA (1987) - Manual de
bioensayos para evaluacion de ecotoxicidad de
agentes quimicos.

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio
de Ecotoxicologia de Agrotoxicos y Salud
Ocupacional de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Veterinarias de la Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal, Brasil. Se utiliz6 la formulacion
comercial Regent 800 WG" como fuente de
fipronil (5-amino-1-[2,6 — dicloro - 4 -
(trifluorometil) fenil] - 4- [(trifluorometil)
sulfinil] - |H—pirazol — 3 - carbonitrilo).

Animales experimentales

En el estudio se utilizaron adultos de
guppy (Poecilia reticulata) colectados de los
tanques de cultivo del Centro de Acuicultura
de la UNESP (CAUNESP), localizado en el
Campus de Jaboticabal, Brasil. Los ejemplares
estaban clinicamente sanos, y fueron criados
en estanques en tierra; con peso de 0,42+ 0,06
g para un grupo de 5 peces (Balanza Digital
Mark 1300 Class II®), alojados en un
reservorio revestido con resina epdxica con un
volumen de 1000 L de agua. Para el transporte
de los ejemplares fueron mantenidos en
solucion salina al 0,6% con fin de reducir el
estrés (Carneiro & Urbinati 2001). El agua de
abastecimiento fue de pozo profundo con
renovacion y aireacién constante. La
temperatura del agua fue mantenida a 25 +
0,5°C regulada por un termostato.

Los ejemplares experimentales fueron
alimentados dos veces al dia (8:00 h y 16:00 h)
con alimento concentrado comercial “Poli
peixes” de la empresa Polinutre LTDA al 28%
de proteina bruta con una racidn
correspondiente al 2% del peso. Una vez
pasado el periodo de aclimatacion, fueron
transferidos a un reservorio con capacidad para
250 L, ubicada dentro de la sala de bioensayos
ecotoxicologicos por un periodo de 7 dias
antes de ser transferidos para los acuarios
definitivos. La temperatura (25 £+ 1°C), y
fotoperiodo de 12 horas (h) luz y 12 de
oscuridad, fueron controlados segin las
recomendaciones de Murty (1988), usando

aire acondicionado (Consul Air Master 10.000
y temporizador analogo Bivol mod. FX TBA).
Fueron medidos los parametros de calidad del
agua: pH (WTW" 2A10), conductividad
eléctrica (WTW" 2C10) y oxigeno disuelto
(oximetro WTW" 2B10) a la misma h cada dia
(14:00 h). El experimento de toxicidad aguda
se baso en un sistema estatico. La limpieza de
los reservorios de aclimatacion fue realizada
mediante “sifonage”, para evitar el acumulo de
alimento y heces.

Disefio experimental
CL,, (Concentracion letal 50)

Las concentraciones usadas en el
experimento para estimar la CL,, del fipronil a
las 96 h fue establecida en base a pruebas
pilotos y de sensibilidad del guppy, siendo
evaluada con dicromato de potésio (K,Cr,0,),
como sustancia referencia para este tipo
bioensayos (IBAMA 1987, CETESB 1999).

Determinacion dela CL,,,

El valor de la CL,, se estim6 mediante
el andlisis de mortalidad a las 96 h usando el
método Trimmed Spearman-Karber — TSK
version 1,5 (Hamilton 1977).

Previo al periodo de aclimatacion, los
ejemplares fueron sometidos a un bafo con
cloruro de sodio (NaCl) industrial (no yodado)
al 1% durante 60 min con el proposito de
eliminar ectoparasitos de acuerdo con lo
descrito por Francis-Floyd (1995).

En la fase experimental las
concentraciones finales utilizadas fueron: 0;
0,025; 0,05; 0,075; 1,0; 0,125 y 0,15 mg-L'1
durante 96 h de exposicion en acuarios de
vidrio con capacidad para 7 L, conteniendo 5
peces en un volumen de 3 L de agua durante 24
h, y completado para el volumen final con 2 L
de agua conteniendo la concentracion final de
fipronil. Se realizaron tres réplicas, incluyendo
un grupo control sin exposicion a la sustancia
experimental, y se expusieron peces diferentes
a los usados en los ensayos piloto y de
sensibilidad (n total = 105; n tratamiento = 15).
La densidad utilizada fue de un pez por L de
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agua sin pasar de 1,0 g por L. Se realizd
restriccion del alimento 24 h antes y durante el
estudio. Los pardmetros de calidad de agua
fueron monitoreados todos los dias a la misma
hora (14:00 h). Por medio de la observacion
directa fue registrado durante 96 h de
exposicion el comportamiento de los peces,
con especial énfasis en la horizontalidad del
nado (presente o ausente), patrén de nado
(erratico o normal), ubicaciéon dentro de la
columna de agua y la actitud de los peces
(excitacion, normal y/o deprimido). La
mortalidad en cada uno de los tratamientos fue
registrada diariamente con la finalidad de
determinar la CL, .

Analisis estadistico

Los resultados de mortalidad se
analizaron tomando cada acuario como unidad
experimental, expresando la mortalidad en
porcentaje para la construccion de los graficos
y como numero total de muertos en cada
concentracion. Los parametros de la calidad
del agua se analizaron mediante el ANOVA,
utilizando el paquete estadistico Statistical
Analyses System (SAS) v.8.0, siendo
expresados como media + desviacion estandar.
Para la construccion de los graficos y célculo
de los valores de las regresiones lineares
también se utilizd el programa estadistico
SAS.

Clasificacion del riesgo ambiental

Para clasificar la toxicidad aguda y
riesgo ambiental del fipronil, fue utilizado el
valor de la CL,,,,. El fipronil fue clasificado
por laclase de toxicidad citada por Helfrich et
al. (1996) (Tabla 1), y el método de cociente
(Q) y riesgo ambiental segin Urban & Cook

(1986), siendo: ningun efecto adverso (Q <

0,1), posibilidad de efecto adverso (0,1 2Q <
10) y probabilidad de efecto adverso (Q > 10).
El Q fue calculado por la division de la
concentracion ambiental estimada (CAE)
entre el valordela CL,,,,.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de exposicion las

variables de temperatura (23 £ 1 °C), pH (7,81
+ 0,1), conductividad eléctrica (181,5 £ 1,71
uS/cm) y oxigeno disuelto (8,11 0,09 mg-L™)
del agua no mostraron variaciones
significativas entre tratamientos durante el
periodo de aclimatacion ni durante la fase
experimental.
Durante las primeras 24 h de exposicion, los
peces expuestos a 0,1, 0,125 y 0,15 mg-L" de
fipronil, manifestaron sintomas de
hiperexcitacion, alternados con letargia y nado
erratico, sin tener ubicacion fija en la columna
de agua.

Tabla 1. Clases de toxicidad de agrotoxicos para peces segiin Helfrich et al. (1996).

Clases de toxicidad

CLx-96h (mg-L™")

Supertoxico
Extremamente toxico
Altamente toxico
Moderadamente toxico
Ligeramente toxico

Minimamente no toxico

<0,01
0,01a0,10
0,11a1,0
I,1alo0
11a 100

> 100
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Figura 1. Representacion grafica de la mortalidad (%) de guppy P. reticulata
en funcion de la concentracion de fipronil.
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Figura 2. Mortalidad acumulada de guppy P. reticulata expuestos durante
96 h al fipronil.
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La mortalidad de los peces después de
96 h de exposicion al fipronil fue de: 80; 86,6 y
100% para las concentraciones de 0,1; 0,125;
0,150 mg-L" respectivamente, donde se
observo mayor actividad de movimiento en los
peces. En las concentraciones de 0,025; 0,050
y 0,075 mg-L" la mortalidad fue de 13,3; 20 y
33,3 respectivamente (Fig. 1). Los primeros
cambios de comportamiento en estas Ultimas
concentraciones fueron observadas a partir de
12 h de someterlos a la exposicion al producto,
siendo cada vez mas notable en la medida que
aumentaban las concentraciones y el tiempo.
Durante el experimento la mortalidad del
grupo control (0 mg-L™) no superé el 10%. La
CL,,,, del fipronil para el guppy, fue de 0,08
mg-L" (0,07 — 0,1; Intervalo de Confianza al
95%), clasificandolo como extremamente
toxico para esta especie.

En la Fig. 1 estan representados los
porcentajes de mortalidad obtenidos en
funcion de las concentraciones de fipronil a la
que los ejemplares fueron expuestos para la
obtencion de la estimativa de la CL,, a las 96 h.
En cuanto al riesgo de intoxicacion ambiental,
el fipronil se clasifica con posibilidad de efecto
adverso en las dosis decrecientes de 100 hasta

6,25% (0,1 2Q < 10) para 0,30 m de columna
de agua, este valor fue debido al alto valor de la
CL,,, calculado (Tabla 2), expresando alta
toxicidad del insecticida para esta especie. El
valor de la CL,-96h estimada fue muy inferior
ala CAE del fipronil considerando la dosis (%)
mas alta recomendada por el fabricante (400 g
1.aha).

Para la profundidad de 2,0 m el
insecticida fue clasificado entre las dosis
decrecientes de 100 y 50% con posibilidad de
riesgo. En esta profundidad el riesgo ambiental
del fipronil no presenta ningtin efecto adverso
para esta especie. Por tanto, en la columna de
agua de 0,30 m proporciona mayor riesgo de
intoxicacion suficiente para provocar
mortalidad a la poblacion de guppy. Debido al
comportamiento del guppy de mantenerse en
la superficie del agua para captar el oxigeno y
alimento, esta especie puede ser afectada
indirectamente, alterando su ciclo biolégico
dentro del ecosistema.

Como el fipronil no esta registrado para
uso en la acuicultura Brasilera, los valores de la
CAE fueron calculados en base a la mayor
dosis recomendada para uso agricola segun el
fabricante (Boock & Machado-Neto 2000).

Tabla 2. Concentracion ambiental estimada (CAE) para las diferentes columnas de agua
en funcion de la contaminacion (Porcentajes decrecientes de la mayor dosis
recomendada, 400 g ia-ha™), Cociente de riesgo (RQ) y clases de riesgo para guppy P. reticulata.

Solumng.de agna e LAl mide Columna de agua de 2,0 m de profundidad

profundidad
Dosis CAE : Dosis CAE .
%) (meLy RQ - Riesgo (meL™") RQ  Riesgo
100 0.133 1.66 b 100 0.02 0.25 b
50 0,066 0,83 b 50 0,01 0,125 b
25 0,033 0,41 b 25 0,005 0,0625 a
12.5 0,016 0,20 b 1 2.5 0,0025 0,0312 a
625 0,008 0,10 b 6,25 0,00125 0,0156 a
3,125 0,004 0.05 a 3,125 0,00063 0.00781 a
1.56 0,002 0,025 a 1.56 0,00032 0,00393 a

a: Ningun efecto adverso; b: Posibilidad de efecto adverso.
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Para el calculo de la CAE fueron considerados
los siguientes criterios: La densidad media del
agua de 1,0 g-em”, el producto distribuido
uniformemente en el espejo de agua de un
reservorio de 1,0 ha con 0,3 y 2,0 m de
profundidad. La justificacion para considerar
la profundidad de 0,3 m es la presencia de
zooplancton y fitoplancton, siendo estos las
bases de la cadena trofica acuatica. La
profundidad de 2,0 m es la recomendada por la
EPA para evaluar el riesgo en ambientes
acuaticos (Solomon 1996).

Las CAEs del fipronil en las camadas
de agua, fueron calculadas considerando la
disponibilidad para los organismos acudaticos
de las siguientes proporciones: 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125 y 1,56% de la mayor dosis
recomendada por el fabricante para el uso
agricola (400 gia-ha") (AGROFIT 2007).

Masutti & Mermut (2007),
determinaron en suelos de “trapiche” en la
industria cafia de azlcar en la region de
Sirinhaém, Pernambuco (Brasil) que la
adsorcion del fipronil y sus derivados en el
suelo estan determinados por la cantidad de
cristales de hidroxido de hierro y carbono,
pudiendo ser mas lenta la degradacion,
haciendo que el acumulo sea mayor y tenga
mas facilidad de llegar al ecosistema acuatico
que se encuentran cerca de las areas agricolas
donde usan este producto.

La alta toxicidad del fipronil para esta
especie se debe al mecanismo de accion
especifico del insecticida, actuando
directamente en el sistema nervioso central
(SNC), inhibiendo el impulso nervioso normal
por competencia con el neurotransmisor acido
gamma aminobutirico (GABA), bloqueando la
compuerta de entrada de los canales de cloro de
las neuronas, resultando en una actividad
neural excesiva (Kidd & James 1991). Este
aumento de actividad neural produce paralisis
y consecuentemente la muerte (Bobé et al.
1998).

Scholz et al. (2006), observaron que los
efectos del fipronil en el desarrollo de
embriones y larvas de Danio rerio expuestos a
0,033 mgL' produce disminuciéon en la

respuesta motora, deterioro en la morfologia
en las fibras musculares y degeneracion en la
notocorda, pudiendo llegar a provocar la
muerte.

Es asi como el fipronil en ambientes
acuaticos puede llegar a especies mas sensibles
al fipronil que el guppy como se demostro en la
Daphnia pulex (Stark & Vargas 2005) cuya
CL,,.,,, calculada fue de 0,016 mg-L". Para el
guppy, el fipronil es 168 veces mas toxico que
para la trucha arcoiris cuya CL,,, es de 0,248

mg-L" (Urban & Cook 1986). En el caso de la
contaminacion de los ecosistemas acudticos
con fipronil, partiendo del uso de la dosis
maxima recomendada en las areas agricolas,
puede causar desequilibrio en el ciclo
biolodgico normal asi como en la cadena trofica.
De esta forma, el uso agricola del fipronil debe
ser restricto a las areas alejadas de los cuerpos
de agua, para evitar la contaminacion por
posible lixiviacion o por deriva.

La CL,,,, fue estimada en 0,08 mg-L"
clasificandolo como extremamente téxico
para esta especie. Para el riesgo ambiental
acuatico se determind en alto riesgo de
intoxicacion para la columna de agua de 0,3 m
de profundidad y de moderado a bajo en la de
2,0 m aplicdindolo en la maxima dosis
recomendada por el fabricante.
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