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Resumo

Os piretroides séo os pesticidas mais utilizados na agricultura por serem praticamente
atoxico aos mamiferos, porém a utilizacdo descontrolada contamina 0s recursos
hidricos, tornando espécies altamente sensiveis ao produto, como 0s peixes, a
eventuais efeitos toxicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda dos
piretréides (deltametrina e esfenvalerato) em Tambaquis (Colossoma macropomum) e
avaliar os seus efeitos genotoéxicos e histopatoldgicos. Foram realizados dois testes de
toxicidade, um para a deltametrina e outro para o esfenvalerato, cada um com quatro
concentracdes, além do controle, e trés repeticbes. Cada repeticdo continha quatro
alevinos de Tambaqui de 9,15 g *+ 1,49. Estes foram monitorados a cada 6 horas nas
primeiras 24 horas e a cada 24 horas até completar as 96 horas de experimento. Os
parametros de agua foram mensurados ao longo do experimento. Para a realizacdo da
contagem de Micronucleo e Anomalias Nucleares, foi feita a coleta do sangue por
puncdo caudal para a extensdo sanguinea. As laminas foram coradas com Giemsa
10% e 2000 eritrocitos foram avaliados. Para estudos histopatolégicos, os peixes
foram sacrificados por seccdo medular, o figado e branquias foram incluidos em
Praplast e cortados a 5 um, corados com Hematoxilia- Eosina. Apds a obtencdo os
dados foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis e teste Dunn (5%). A
CLso.gsnr da deltametrina foi de 0,05718 mg.L” e a do esfenvalerato foi de 0,04257
mg.L™, consideradas extremamente toxicas. Em relacdo as anomalias nucleares, o
Colossoma macropomum exposto a deltametrina e esfenvalerato, ndo apresentou
nameros significantes de Micronlcleo e nlcleos Binucleados. As anomalias mais
comuns na deltametrina foram “Notched”, “Blebbed” e “8-shape” e no esfenvalerato
foram “Notched” e “8-shape”. Peixes expostos as concentragbes mais altas, na
deltametrina, apresentaram um aumento na quantidade de anomalias. Em relagéo as
branquias as alteracbes encontradas foram fusdo lamelar, hiperplasia, edema,
aneurisma e necrose e ao figado observou-se congestdo, esteatose, necrose, e
nucleos picnéticos indicando o comprometimento genotdxico e histopatolégico desses

peixes expostos aos piretréides.

Palavras-chave: Piretroides; Tambaqui; Ecotoxicologia; Genotoxicidade, Histopatologia
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Abstract

Pyrethroids are the most commonly pesticides in agriculture to be practically non-toxic
to mammals, but the uncontrolled use contaminates water resources, causing toxic
effects in fishes. The objective of this study was to evaluate the acute toxicity of
pyrethroids (deltamethrin and esfenvalerate) in Tambaquis (Colossoma macropomum)
and evaluate the genotoxic and histopathological effects. Two acute toxicity tests were
conducted, one to deltamethrin and another to esfenvalerate, each one with four
concentrations, plus control, and three replicates. Each replicate contained four
Tambaquis with average weight of 9.15 + 1.49 g. The fish were monitored every 6
hours for the first 24 hours and every 24 hours to complete 96 hours of the experiment.
The water parameters were measured during the experiment. Micronucleus test and
Nuclear Anomalies count was made for blood flow extension. The slides were stained
with Giemsa 10% and 2000 erythrocytes were evaluated. For histopathological studies,
the fish were sacrificed by spinal cord section, liver, and gill were included in Paraplast,
5 um cut was made and stained with Hematoxilin- Eosin. The data was performed
nonparametric Kruskal Wallis and Dunn test (5%). The LCs.6n Of deltamethrin was
0,05718 mg.L™ and the esfenvalerate was 0.04257 mg.L™, considered extremely toxic.
About the nuclear abnormalities, the Colossoma macropomum exposed to deltamethrin
and esfenvalerate, did not show significant numbers of micronucleus and binucleate
nuclei. The most common abnormalities in deltamethrin were "Notched", "Blebbed" and
"8-shape" and esfenvalerate test were "Notched" and "8-shape". Fish exposed to
higher concentrations in deltamethrin, presented more abnormal nuclei than control
group. In relation to the gills alterations were found lamellar fusion, hyperplasia,
edema, aneurysm and necrosis and in the liver were observed congestion, steatosis,
necrosis, and pyknotic nuclei indicating the genotoxic and histopathological

commitments in these fishes exposed to pyrethroids.

Key words: Pyrethroids; Tambaqui; Ecotoxicology; Genotoxicity; Histopathology
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1- INTRODUCAO

A utilizacdo de pesticidas em culturas agricolas tem se tornado o0 método mais comum
para o controle de pragas devido ao baixo custo e a sua eficiéncia. O Brasil, desde
2008, lidera o ranking mundial da utilizacdo destes produtos quimicos e, entre eles, 0s
piretréides possuem destaque por apresentarem bom desempenho no controle de
pragas utilizando baixas dosagens, baixo poder residual e baixa toxidade para os
mamiferos (WHO, 1990; BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

A Deltametrina e o Esfenvalerato sdo exemplos de Piretroides e possiveis fontes de
contaminacdo de ambientes aquaticos, ja que, muitas culturas agricolas sao
realizadas proximas a esses ecossistemas, 0 que gera uma preocupacgao, pois estes

pesticidas sdo extremamente toxicos para 0s organismos aquaticos (BEGUN, 2005).

Nesse cendrio, as pisciculturas sdo vulneraveis a essa contaminagdo, pois S&o
implantadas préximas a culturas agricolas e de recursos hidricos consequentemente,

contaminando os peixes destinados ao consumo humano.

No Brasil uma das espécies mais cultivadas € a Colossoma macropomum (MPA,
2014). Em regides como do baixo S&o Francisco- SE/AL esse peixe é cultivado
paralelamente ao cultivo de arroz, que € uma das culturas que utilizam os piretréides
para o controle de pragas (ANVISA, 2014; CODEVASF, 2014). Assim, essa
proximidade entre as culturas € uma preocupacédo real e de importancia regional e

nacional para garantir a sustentabilidade destas atividades.

Os peixes, quando expostos a estes pesticidas (xenobioticos), desenvolvem varias
reacdes no organismo como o movimento rapido das branquias; perda do equilibrio
dos peixes; natacdo errdtica; presenca na superficie da agua e a ma formacgéo da
estrutura 6ssea (HOLOCOMBE et al.,1982).

Apesar dos piretrides serem considerados substancias pouco bioacumulativas, de
facil degradacdo e de baixa toxicidade, quando comparada aos organoclorados
(WILLIAMSON et al., 1989), ainda ha poucos estudos que relatem niveis seguros do
composto que possam ser lancados ao meio ambiente (DATTA; KAVIRAJ, 2002) e
seus efeitos em peixes nativos e outros organismos aquaticos. Para isso, avaliacdes
ecotoxicologicas se tornam imprescindiveis para analisar qualquer substancia quimica
langcada ao meio ambiente com o objetivo de mensurar o quao nocivas elas séo
(HENARES et al., 2008).



Os testes de toxicidade aguda avaliam, principalmente, a mortalidade do organismo
assim como suas alteragbes de comportamento. Porém, somente esses dados nao
séo suficientes para verificar a toxicidade dindmica dos xenobidticos ou seus efeitos
subletais. Com isso, andlises complementares como as hematolégicas, fisiol6gicas,
histolégicas, parasitologicas e de genotoxicidade sdo importantes para a elucidacao do
efeito toxico no organismo (FERREIRA, 2004).

Com a possivel contaminacdo dos recursos hidricos e estacdes de pisciculturas,
através dos piretréides, h4 uma necessidade de observar os efeitos toxicos que
podem ser causados por estes pesticidas. Deste modo, se torna imprescindivel a
avaliagdo da toxicidade aguda da deltametrina e esfenvalerato em Tambaquis,
principal espécie nativa cultivada no pais.

2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo Geral

Avaliar o efeito téxico agudo dos pesticidas piretréides (deltametrina e esfenvalerato)
em Tambaquis (Colossoma macropomum) a fim de fornecer informacdes para o0s
programas de gestdo e manejo para minimizar o impacto ambiental nos corpos

hidricos.
2.2- Objetivos Especificos

a) Determinar a concentracdo letal 50% (CLso) 96h dos pesticidas deltametrina e

esfenvalerato em Tambaquis;

b) Avaliar a genotoxicidade dos pesticidas através dos testes de micronucleo e

anomalias nucleares em sangue de tambaquis;
c) Avaliar os efeitos histopatolégicos dos pesticidas sobre as branquias e o figado.
3- REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1- Piretroides

Os piretréides, de acordo com SANTOS et. al (2007), sdo os inseticidas mais
utilizados na agricultura e isso ocorre porque além de serem pouco tOxicos aos
mamiferos, € possivel controlar as pragas com baixas dosagens. Esses compostos
quimicos sdo de origem vegetal, obtidos das piretrinas naturais, que séo ésteres

toxicos isolados das flores Chrysanthemum cinerariaefolium (BORGES, 2005;



CENGIZ; UNLU, 2006; PIMPAO, 2006; TRAMUJAS et al., 2006, PIMPAO et al., 2007;
SANTOS et al., 2007)

As piretrinas eram utilizadas como inseticidas naturais, mas por apresentarem
sensibilidade a luz solar e ar, ndo exerciam um controle efetivo contra as pragas.
Deste modo, os piretrdides sintéticos foram criados, na década de 70, com mais
estabilidade, rapida atividade inseticida e com efeitos praticamente atoxicos aos
mamiferos, como as piretrinas (SODERLUND et. al, 2001).

O desenvolvimento dos piretréides sintéticos (Figura 1) foi baseado na estrutura
guimica das piretrinas, da qual elementos naturais foram substituidos, porém com
parte da molécula original, forma molecular e propriedades fisicas conservadas. O
substituinte alfa-ciano na metade alcool 3-fenoxibenzil, por exemplo, produziu
compostos como a deltametrina, mais potente que alguns outros piretréides, porém

com a mesma fotossensibilidade (BALINT et al., 1995).

X
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Figura 1: Estrutura quimica basica dos Piretréides, mostrando os locais mais utilizados para

modificar a molécula.

Por serem considerados praticamente atdxicos aos humanos, os piretréides sao
utilizados como inseticidas domésticos e no controle de piolhos humanos e
veterinarios (PIMPAO, 2006). Porém, a exposicdo via oral pode causar efeitos de
intoxicacdo neuroexcitatorios, tremores, coreoatetose e salivacdo e, através da via
dérmica, provocam irritacdo e edema na pele (CLARK,1995; SODERLUND,2001).
Esses efeitos de intoxicacdo estdo relacionados a auséncia e presenca do grupo alfa-
ciano na porcdo fenoxibenzil, o que classifica o piretride em Tipo | e Tipo I,
respectivamente (VERSCHOYLE; ALDRIDGE, 1980; LATUSZYNSKA et al.,, 2003;
NASUTI et al., 2003)

O uso destes compostos na agricultura e de forma doméstica sdo fontes de poluicéo
terrestre e aquatica que podem comprometer acidentalmente as espécies que sao

altamente sensiveis, como os peixes (SANTOS et al, 2007).



3.2- Deltametrina

Criada em 1974, a deltametrina (Figura 2), foi o piretréide com maior poténcia
inseticida devido a inclusdo do grupamento substituinte alfa-ciano no grupo 3-

fenoxibenzil, passando a ser comercializada em 1977 (SODERLUND et. al, 2001).

Sua férmula molecular é C,,H9Br,NOs; e sua preparacéo é feita por esterificacdo do
acido 2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil) ciclopropanocarboxilico (Br,CA) com alcool a-
ciano-3-fenoxibenzil, ou por recristalizacdo seletiva dos ésteres racémicos obtidos da
esterificacdo de (1R, 3R ou cis)-acido com o racémico ou alcool -[alfa-R, alfa-S, ou
alfa-RS] (SODERLUND et al., 2001).

Figura 2: Estrutura quimica da Deltametrina.

A deltametrina € um piretréide do tipo I, instavel na presenca de luz solar, umidade e
ar (BAYER, 2014). E utilizado em algumas culturas como arroz, batata, café, tomate e
melancia no combate da grafolita (mariposa oriental), e possui alguns nomes
comerciais como Deltamax, Decis, K-Otrine e Cislin (EMBRAPA, 2005; SANTOS et. al,
2007).

3.3- Esfenvalerato

O esfenvalerato (Figura 3) é um inseticida composto por quatro estereoisémetos
enriguecido com o isbmero S,S- , 0 mais ativo como inseticida. Originalmente, esses
isbmeros eram misturados em concentracdes iguais, resultando no fenvalerato, porém
com o conhecimento do potencial inseticida do isbmero S,S-, este foi acrescentado em
doses mais altas originando o esfenvalerato (SCHNEIDERS, 1994). A sua féormula

molecular é C,5H,,CINO;.

CN
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Figura 3: Estrutura Quimica do Esfenvalerato.



O Esfenvalerato é utilizado em algumas culturas como café, cebola e arroz (ANVISA,
2014) para o controle da Empoasca kraemeri, cigarrinha verde (EMBRAPA, 2005).
Este inseticida é considerado moderadamente toxico para aves e mamiferos, porém
sdo extremamente toxicos para peixes e anfibios e, apesar de permanecerem no solo
por mais de 100 dias, seus produtos de degradacdo nao se lixiviam, oferecendo baixo
risco de contaminagdo das aguas subterr@neas (GUSTAFON, 1989; COHEN et al.,
1995).

3.4- Estudos Ecotoxicoldgicos

Os testes ecotoxicologicos sdo utilizados para estudar efeitos adversos das
substancias téxicas sobre comunidades e espécies de um ecossistema (RAND et.
al,2005).

Estes testes podem ser classificados em crénicos e agudos 0s quais, respectivamente,
detectam os efeitos longos, que passam por geracdes, e os efeitos imediatos, que na

maioria das vezes sao irreversiveis (KNIE; LOPES, 2004).

A concentracao letal média (CLsg) € uma ferramenta importante na avaliacdo
toxicoldgica, uma vez que fornece a concentracao estimada que causa morte em 50%
dos animais em um determinado periodo de exposi¢cdo, normalmente, de 24 a 96
horas (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

A determinacdo da CLg, fornece resposta sobre o risco potencial que uma substancia
guimica pode causar fisiopatologicamente em uma determinada espécie, bem como
sua sensibilidade. As doses abaixo sdo chamadas subletais, e sdo tdo importantes
guanto, pois podem revelar provaveis alteracdes biol6gicas induzidas por um dado
poluente, porém sem letalidade (HEATH, 1995).

Alguns testes de toxicidade puderam indicar que os piretréides sédo altamente toxicos
aos peixes, podendo ocasionar intoxicacdo e efeitos letais em doses de dez a mil
vezes menores quando comparada a mamiferos ( MOORE; WARING, 2001; AYDIN et
al., 2005; URAL; SAGLAM, 2005; CENGIZ;UNLU, 2006; PIMPAO, 2006; EL-SAYED;
SAAD, 2007; EL-SAYED et al., 2007)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2014), as substancias
quimicas podem ser classificadas em Extremamente Toxica (Classe la), Altamente
Toxica (Classe Ib), Moderadamente Toxica (Classe 1) e Levemente Toxica (Classe |lI),

baseando-se na concentracao letal média. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia



Sanitéria, 2014) classificou a Deltametrina como um pesticida de classe lll, enquanto

gue o Esfenvalerato pertence a Classe I.

De acordo com a EPA (Environmental Protection Agency), os piretréides, de forma
geral, sdo moderadamente toxicos aos humanos, porém, altamente téxicos aos
organismos aquaticos. Para a determinacao toxicologica de cada produto utiliza-se a
tabela de ZUCKER (1985) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo Toxicologica estabelecida por Zucker (1985)

Classificacao Concentracéo (mg.L™)
Extremamente Toxico Cls <0,1
Altamente Téxico 0,1< CLg <1,0
Moderadamente Téxico 1,0< ClLsg <10
Ligeiramente Téxico 10< Cls9 < 100
Praticamente ndo Téxico Clso > 100

3.5- Estudos Toxicologicos de Piretréides em Peixes

Os peixes sdo organismos padrdo para testes de toxicidade aguda e podem
representar a principal rota de contaminagcdo humana (CARVALHO, 2009). Existem
varios estudos em que diferentes espécies de peixes sdo expostos a diferentes

produtos que contém Piretroides.

Das e Mukherjee et al. (2003) avaliaram a toxicidade da cipermetrina em Tilapia
(Oreochromis niloticus), a Truta marrom (Salmon trutta) e a Carpa (Cyprinus carpio) e
observaram que este piretréide € Moderadamente Toxico para ambas as espécies, de

acordo com a tabela de Zucker (1985).

Em relacdo a deltametrina, estudos comprovaram que a espécie Poecilia reticulata foi
dez vezes mais resistente que os Oncorhynchus mykiss, apesar de terem um tamanho
menor. A CLs, da primeira espécie for de 0,00513 mg.L™ enquanto a da segunda foi de
0,0005 mg.L™* ( KAMRIN, 1970).

Além de observar a toxicidade aguda da deltametrina em Channa puntacta, Ansari

(2009) observou os efeitos genotoxicos causados pelo pesticida, nos quais a espécie



obteve um aumento de micronlcleos e anomalias nucleares quando expostos ao

produto.

Dos poucos trabalhos citados sobre a exposicdo ao esfenvalerato, o de Wheelock et
al. (2005) mostrou que o peixe Oncorhynchus tshawytscha foi altamente sensivel a

ele, ja que estes n&o sobreviveram a uma concentracéo de 0,001mg.L™.
3.6- Hematologia

O material genético de células pode ser diretamente comprometido devido a presenca
de substancias quimicas e isto pode ser perceptivel através da presenca de anomalias
cromossdmicas (EVANS,1977). Deste modo, o teste do micronlcleo se mostrou um
método eficaz como indicador da contaminacdo quimica para peixes, além de ser
rapido e de baixo custo (HOSE et al., 1987).

Outras anomalias nucleares, presentes nos eritrécitos dos peixes, foram observadas
por HOOFTMAN e DE RAAT (1982) durante os testes de micronucleo e, HOSE et al.
(1987) comprovaram que essas anomalias eram significativamente diferentes entre o
grupo controle, retirado de regides ndo poluidas, e os peixes coletados de ambientes
poluidos, sustentando a hip6tese que estas anomalias sao efeitos genotdxicos dos
xenobidticos presentes na dgua. Desde entdo, a avaliacdo das anomalias nucleares,
incluindo o micronucleo, tem sido utilizada em estudos de impactos ambientais
(SERIANI, 2014).

Apesar dos mecanismos geradores das alteracbes nucleares ainda sejam
desconhecidos, o0 surgimento destas estd associado a exposicdo de peixes a
ambientes e produtos quimicos que possam causar efeitos genotoxicos, citotoxicos e
mutagénicos ou carcinogénicos (PACHECO; SANTOS, 1996;
PALHARES;GRISOLIA,2002). Carrasco et al. (1990) e Fenech (2003) classificaram as

anomalias em:

o “Blebbed’- pequena evaginagdo da membrana nuclear. O tamanho destas
evaginacdes varia desde pequenas protuberéncias a estruturas completamente
circunscritas, semelhantes aos micronucleos, porém ainda ligadas ao nucleo.

e “Lobed”- ndcleos com evaginacdes mais largas do que as descritas para 0s
“blebbed”. Sua estrutura nao é tao definida como a anterior.

e “Notched”™ nucleos que apresentam um corte bem definido em sua forma.

Geralmente com uma profundidade aprecidvel no nudcleo. Esses cortes



parecem nao possuir nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela
membrana nuclear.

e “Binucleada’- caracterizadas por tamanhos e cores semelhantes.

e “Micronucleo” - particulas de cor e estrutura semelhantes ao da cromatina, sem
brilho ou refragdo, com tamanho de 1/3 a 1/16 do nudcleo principal, sem ponte

de ligacdo, préximo, mas sem estar tocando no nucleo principal.
3.7- Histologia

A histopatologia € uma ferramenta que auxilia na deteccdo dos efeitos crénicos e
agudos causados pela exposicdo dos organismos aos xenobidticos. Estas alteracfes
podem estar ligadas as alteracdes bioquimicas, visto que, estas sdo ocasionadas por
lesBes histologicas (HINTON et al. 1992; HEATH, 1995).

O figado é o 6rgao responsavel pelo metabolismo de carboidratos, armazenamento de
lipidios e glicogénio, fatores importantes na sintese e oxidacdo de acidos graxos,
sintetizam proteinas plasmaticas e também ¢é responsavel pelo processo de
biotransformacdo dos xenobiéticos (HEATH, 1987; HINTON et al., 1992; LANDIS;
YU, 1995; HINTON; LAUREN, 1990, STEVENS; LOWE, 1995; TAKASHIMA;
HIBIYA,1995).

Algumas alteracdes como a hipertrofia nuclear dos hepatoécitos podem ser explicadas
pela grande atividade celular em decorréncia da exposi¢cdo a produtos quimicos, que
pode resultar em necroses do tecido (MEYER; HENDRICKS, 1985; HINTON et al.,
1992; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; FANTA et al.., 2003). A hiperemia ou congestao
sanguinea, no tecido hepético, é um processo de adaptacdo em que o aumento do
fluxo sanguineo facilita o transporte de leucdcitos a fim de melhorar a oxigenacao das
areas danificadas, além de participarem no processo de detoxificagdo (ANDERSON;
ZEEMAN, 1995).

Por apresentarem estas caracteristicas, e serem altamente sensiveis, estes 6érgaos
sdo utilizados em estudos ecotoxicoldégicos como indicadores de contaminagdo em
vérias espécies de peixes (SCHWAIGER et al., 1997).

Outro 6rgdo bastante utilizado em estudos histopatolégicos é a branquia, por
apresentar um contato direto com 0s xenobibticos e, quando expostas a estes
produtos quimicos, podem gerar sérios danos epiteliais que prejudicam as trocas
gasosas (BORGES, 2007). Os piretréides apresentam caracteristicas lipofilicas, o que

torna estes produtos altamente toxicos as branquias contribuindo para a alta



sensibilidade dos peixes e, consequentemente, a formacao de alteracdes histologicas
como necrose, hiperplasia, hipertrofias e rupturas (BOLS et al., 2001; POLAT et al.,
2002; BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003; BORGES, 2005; MISHRA et al., 2005;
BORGES, 2007; EL-SAYED; SAAD, 2007; OSTI et al.,2007; SANTOS et al., 2007;
VELISEK et al., 2007).

3.8- Importéancia Regional

Os piretréides sdo bastante utilizados nos perimetros de Betume, Cotinguiba e
Propri4, situados no Baixo Sao Francisco Sergipano, para a cultura do arroz irrigado
que representa mais de 80% da producdo da regido (ANVISA, 2014; CODEVASF,
2014). Martins et al. (1998) afirmaram que este tipo de cultivo € uma das atividades
que mais utilizam pesticidas que, conseqguentemente, acarreta varios danos
ambientais, tendo destaque a contaminacdo dos corpos hidricos, principalmente

gquando a cultura é feita de forma irrigada (SILVA et al., 2009).

Os pequenos agricultores, que geralmente ndo utilizam equipamentos de seguranca,
acabam sendo vulneraveis a contaminacdo destes produtos, mesmo com a sua baixa
toxicidade para humanos. A absor¢céo cuténea é a via de contamina¢cdo mais comum
dos piretréides e pode causar parestesia. A ingestdo destes produtos pode causar dor
de garganta, ndusea, vomito e dores abdominais. Tonturas, dores de cabeca e fadiga

também podem ocorrer, ocasionando coma e convulsées (BRADBERRY et al., 2005).

Outra cultura presente na regido do Baixo Sao Francisco é a piscicultura, sendo o
Tambaqui (Colossoma macropomum) o peixe mais cultivado na regido, contribuindo
com 44,1% da producdo (CODEVASF, 2014). Essa proximidade entre os cultivos
agricolas e as criacdes de peixes, agregado a utilizagdo de produtos quimicos para o
controle de pragas, gera uma preocupacao, ja que ha a possibilidade de contaminagéo

dos peixes que serao destinados ao consumo humano (Figura 4).
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Figura 4: Proximidade entre areas agricolas e estacées de piscicultura. Fonte: Google Earth

(2014). Seta — Piscicultura; (*) — Culturas Agricolas.

4- MATERIAL E METODOS
4.1- Local de estudo

O estudo foi realizado na Embrapa Tabuleiros Costeiro localizada em Aracaju/ SE,
sendo registrado na Comissdo de Etica Animal da Universidade Tiradentes sob o
numero 030514 (Anexo I).

4.2- Peixes

O experimento foi realizado com alevinos de Tambaquis (Colossoma macropomum)
adquiridos da CODEVASF no municipio de Porto Real do Colégio/AL. Antes da
realizacdo da CLso, 0s animais foram mantidos durante trés meses em tanques de 500
litros com temperatura de 27 + 2 °C, constantemente aerados, quando foi fornecida a
ragdo comercial para a espécie até a realizacdo do experimento, sendo suspensa 24
horas antes do seu inicio (Figura 5).
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Figura 5: Tanques para aclimatacdo dos Colossoma macropomum
4.3- Toxicidade Aguda CLsp- 96horas

Antes da realizagdo dos testes definitivos, foram realizados dois experimentos
preliminares para determinar a faixa aproximada da acgdo nociva dos piretréides
(deltametrina e esfenvalerato) aos peixes, ou seja, a menor diluicdo que causa 100%
de mortalidade dos Tambaquis. Cada experimento foi realizado num periodo de 96
horas.

Apbs estas etapas, os animais foram transferidos para recipientes de polietileno com
capacidade de 9 litros cada. Durante este processo, 0s peixes foram pesados para
inicio dos testes definitivos. Para esses testes foram utilizados um total de 120 peixes
com pesos médios de 9,15 g + 1,49. Os testes definitivos tiveram duracao de 96 horas
e foram utilizadas quatro concentracdes equidistantes, estabelecidas a partir do teste
preliminar. Para o teste com a deltametrina foram utilizadas as concentragdes 0,00625
mg.L", 0,06875 mg.L?, 0,13125 mg.L" e 0,19375 mg.L™ e para o teste com
esfenvalerato foram utilizadas 0,021 mg.L™ , 0,0417 mg.L™ , 0,0625 mg.L™ e 0,08835
mg.L™" , além do controle. Cada recipiente continha quatro tambaquis. Ao longo do
experimento os peixes ndo foram alimentados e, a cada seis horas (durante as
primeiras 24 horas) e 24 horas (durante o restante do experimento), 0 comportamento
e a mortalidade dos peixes foram monitorados. Os peixes mortos foram retirados e
contabilizados. Animais moribundos, sem resposta natatéria e com minimo de
batimento opercular, foram retirados e tiveram o sangue coletado, através de punc¢éo
caudal, para andlise de genotoxicidade e, posteriormente foram sacrificados, por

seccao medular, para a retirada dos 6rgdos destinados para os estudos histolégicos.
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A determinacdo da CLsy foi realizada através do Trimmed Spearman Karber
(HAMILTON, 1977).

4.4- Qualidade de Agua

Durante os experimentos os parametros de qualidade de &gua como: oxigénio
dissolvido (mg.L™), pH, temperatura (°C) e condutividade (us.cm), foram monitorados a
cada 24 horas. O parametro de amonia total foi monitorado no inicio e no fim do teste.
Para a andlise dos parametros de agua foi utilizada a sonda multiparametros Horiba U-

53 e aménia (mg.L™) com auxilio de um fotocolorimetro HANNA®.
4.5- Avaliacdo de Genotoxicidade

Durante e ao final do experimento foi coletado o sangue dos peixes moribundos
(aqueles que durante o experimento apresentavam o minimo do batimento opercular)
por puncdo dos vasos caudais. ApéOs a retirada do sangue, foi feito a extenséo
sanguinea, sendo duas laminas por peixe (Figura 6), que foram fixadas em Metanol
P.A. (100%) durante 10 minutos. As laminas foram coradas por Giemsa a 10%,
lavadas com agua destilada e secas ao ar em temperatura ambiente. Apds a

secagem, 2000 eritrécitos, por lamina foram analisados em microscopio Optico em

resolugdo 1000x. As anomalias foram contabilizadas e classificadas de acordo com
Carrasco et al. (1990) e Fenech (2003).

Figura 6: Coleta do sangue através de puncao caudal e sua extensao. A- coleta do sangue por

puncao caudal, B- Gotas de sangue do C. macropomum, C- Extensdo sanguinea.
4.6- Analises Histopatoldgicas do Figado e Branquias

ApOGs a coleta do sangue, os peixes foram sacrificados, por seccdo medular, para a
realizacdo das analises histopatolégicas. Fragmentos das branquias e do figado foram
fixados em formol 10% (permanéncia minima de 24 horas), desidratados em alcool
70%, 80%, 90% e 100% e, posteriormente foram diafanizados em xilol e incluidos em

Paraplast. Os blocos foram cortados em micrétomo, com cortes de 5um de espessura
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sendo corados com Hematoxilina e Eosina para a andlise microscopica. Os cortes
foram analisados em microscopio de luz e fotografados, utilizando-se uma cémera
digital acoplada ao microscépio. O grau de severidade histopatoldgica, em cada érgao,
foi realizado de acordo com Cengiz e Unlu (2006).

4.7- Andlise Estatistica

Apbs a obtencéo dos dados, estes foram transformados em Ln (x+1) e submetidos ao

teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis e ao teste de Dunn (5%).
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Resumo

O objetivo do trabalho foi determinar a sensibilidade do C. macropomum a
deltametrina e esfenvalerato, como também os efeitos genotoxicos e histopatoldgicos.
O experimento foi realizado com trés concentracdes de deltametrina (0,00625 mg.I™;
0,06875mg.L™"; 0,13125 mg.L" e 0,19375mg.I"") e de esfenvalerato (0,021 mg.L™";
0,0417 mg.L™"; 0,0625 mg.L* e 0,08835mg.I") e todos os experimentos com trés
repeticbes e quatro alevinos de Tambaquis de peso médio 9,15 g + 1,49, contendo
cinco litros de agua, durante 96 horas. ExtensfGes sanguineas foram realizadas para a
realizacdo do Teste de Micronucleo e contagem das anomalias nucleares. Para
estudos histopatolégicos, o figado e branquias foram incluidos em Paraplast e
cortados a 5 um. Apos a obtencao os dados, foram realizados o teste nao paramétrico
de Kruskall Wallis e teste Dunn (5%). A CLso.0sn da deltametrina foi de 0,05718 mg.L™
e a do esfenvalerato foi de 0,04257 mg.L™?, consideradas extremamente toxicas. As
anomalias mais comuns na deltametrina foram “Notched”, “Blebbed” e “8-shape” e no
esfenvalerato foram “Notched” e “8-shape”. Peixes expostos as concentragbes mais
altas, na deltametrina, apresentaram um numero maior de anomalias. Em relac@o as
branquias, as alteragcbes encontradas foram fusdo lamelar, hiperplasia, edema,
aneurisma e necrose e ao figado observou-se congestdo, esteatose, necrose, e
nucleos picnoticos, indicando o comprometimento genotdxico e histopatolégico desses

peixes expostos aos piretréides.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the genotoxic and histopathological effects
of the acute toxicity of deltamethrin and esfenvalerate to C. macropomum. The
experiment was conducted with four concentrations of deltamethrin (0.00625 mg.L™;
0,06875mg.L™"; 0.13125 mg.L™* and 0,19375mg.L™) and esfenvalerate (0.021 mg .L*,
0.0417 mg.L™"; 0.0625 mg.L™" and 0,08835mg.L™") with three replicates each, plus
control. Recipients with five liters were used with four Tambaquis with average weight
9,15 g + 1.49 each. Blood smears were made to perform the micronucleus test and
nuclear abnormalities count. For histological examination, liver, and gill were included
in Paraplast and cut to 5 um. The data, we performed nonparametric Kruskal Wallis
and Dunn's test (5%). The CLspoen Of deltamethrin was 0.05718 mg.L* and the
esfenvalerate was 0.04257 mg.L™, considered extremely toxic. The most common
abnormalities in deltamethrin were "Notched", "Blebbed" and "8-shape" and
esfenvalerate were "Notched" and "8-shape". Fish exposed to higher concentrations in
deltamethrin, presented a higher number of anomalies. The alterations lamellar fusion,
hyperplasia, edema, aneurysm and necrosis were observed in gills and congestion,
steatosis, necrosis, and pyknotic nuclei were observed in liver, indicating the genotoxic
and histopathological commitments in these fishes exposed to pyrethroids.

Keywords: Pyrethroids;Tambaqui; Genotoxicity; Histopathology
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1- Introducédo

Por possuirem baixa toxicidade para os mamiferos e aves, os Piretroides se tornaram
os pesticidas mais utilizados na agricultura. A sua eficicia no controle de insetos em
baixas dosagens e o baixo poder residual no meio ambiente, minimizam o risco de
impacto ambiental quando comparado aos carbamatos e organofosforados (PIMPAO
2006; SANTOS et al., 2007).

No entanto, os piretréides sdo altamente téxicos para algumas espécies como 0s
peixes, abelhas e os artropodes aquaticos (VIRAN et al., 2002; GRISOLIA, 2005). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1993) os piretréides podem ser

1000 vezes mais toxicos aos peixes quando comparados aos mamiferos.

A deltametrina e o esfenvalerato séo dois tipos de piretréides utilizados em diversos
tipos de culturas como o arroz e batata, por exemplo, e oferecem risco de
contaminacdo hidrica por permanecerem mais de 100 dias no meio ambiente
(SANTOS et al.,2007). Assim, 0s peixes expostos a estes xenobibticos podem
desencadear varios tipos de reacdo comportamental como o movimento rapido das
branquias, perda de equilibrio, natacdo erratica, presenca na superficie da 4gua como

também a ma formacéo da estrutura 6ssea (HOLCOMBE et al.,1982).

Além das respostas comportamentais, as alteracdes biologicas dos peixes sé&o
utilizadas para monitorar a salude dos ambientes aquaticos (WALKER et al., 1996). As
alteracdes genotodxicas e histoldgicas sdo exemplos desses biomarcadores ambientais
(HINTON et al., 1992; ALBERTINI et al.,2000).

A presenca de micronucleo e outras anomalias nucleares nos eritrocitos dos peixes é
utilizada para o monitoramento ambiental, jA que estas correspondem aos efeitos
genotoxicos e citotdxicos quando 0s organismos estdo expostos a ambientes
contaminados (KIRSCHBAUM et al.,2009; OSSANA et al.,2009; SERIANI et al., 2010;
BUCKER et al.,2012; CARROLA et al.,2014, SERIANI et al.,2014).

Alteracdes histopatolégicas das branquias também funcionam como biomarcador
ambiental, visto que este 6rgdo mantém um contato direto com o ambiente, que
quando poluido, pode ocasionar danos severos dificultando as trocas gasosas
(BORGES, 2007) e ibnicas. O figado, por ser o érgdo responsavel pelo processo de
biotransformacéo e detoxificacdo dos xenobioticos, acaba expondo suas células as
essas substancias quimicas, que resultam em danos teciduais. Devido a este caréter,
as alteragBes hepéticas sdo bastante utilizadas no monitoramento de ambientes
poluidos (HEATH, 1995).
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Os piretroides sdo os agrotoxicos mais utilizados nas agriculturas, contaminando os
corpos hidricos e, consequentemente, 0s organismos aquaticos (SANTOS et al.,
2007). Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da deltametrina e
esfenvalerato em Tambaquis (Colossoma macrompomum), espécie nativa mais
cultivada no Brasil. Estes foram submetidos a testes de toxicidade para a
determinacdo da CLsy, para cada produto, e avaliacdo dos seus efeitos genotoxicos e
histopatoldgicos.

2- Material e Métodos

Para a realizacdo do experimento, foram utilizados 120 alevinos de Colossoma
macropomum com peso meédio de 9,15 g + 1,49 coletados da CODEVASF, no
municipio de Porto Real do Colégio. Os peixes foram previamente acondicionados em
tanques de 500 litros, constantemente aerados e com temperatura média de 27 + 2 °C,
aonde foi fornecida a ragéo, suspensa 24 horas antes do inicio do teste de toxicidade

aguda.

Antes da realizagdo do teste definitivo, foi realizado um teste preliminar para cada
produto com duracdo de 96 horas para determinar a faixa aproximada da a¢do nociva
dos piretréides (deltametrina e esfenvalerato). Os testes definitivos, que tiveram
duracéo de 96 horas, foram realizados em recipientes de polietileno com capacidade
de 9 litros cada, nos quais foram inseridos quatro alevinos. Em cada teste definitivo,

foram utilizadas quatro concentracfes além do controle, e trés repeticoes.

Durante a realizacdo do teste de toxicidade da deltametrina, os peixes foram mantidos
a uma temperatura de 28,6 + 0,46 °C, pH 7,6+ 0,1, amdnia 0,3 + 0,1 mg.L™, oxigénio
dissolvido 6,5 + 0,37 mg.L™ e condutividade de 129,3 + 2,9us.cm™, aonde foram
expostos as concentracdes de 0,00625 mg.L™?, 0,06875 mg.L™?, 0,13125 mg.L" e
0,19375 mg.L™ além do controle.

Para o teste do esfenvalerato, os peixes foram acondicionados a uma temperatura de
26,6+ 0,84 °C, pH 7,9+ 0,23, amonia 1,8+ 0,23 mg.L'l, oxigénio dissolvido 6,3+ 0,72
mg.L™" e condutividade de 171+10,39 ps.cm™ e submetidos as concentragbes 0,021
mg.L™, 0,0417 mg.L™, 0,0625 mg.L™" e 0,08835 mg.L™.

Ao longo de ambos os testes, o comportamento dos peixes foi monitorado a cada 6
horas, nas primeiras 24 horas, e a cada 24 horas até completar as 96 horas de
experimento. Os peixes mortos foram retirados e contabilizados, e os moribundos,

com o0 minimo de batimento opercular, teve seu sangue coletado por puncdo dos
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vasos caudais para a analise hematolégica e, posteriormente, foram sacrificados por

seccao medular para a coleta das branquias e figado destinados a analise histolégica.

Para analise do micronucleo e anomalias nucleares foi realizado a extenséo
sanguinea de cada peixe. Cada lamina foi fixada com Metanol 100% (P.A.) e corada
com Giemsa 10%. Foram contabilizados 2000 eritrécitos, dos quais as anomalias e
micronucleo foram classificados de acordo com Carrasco et al. (1990) e Fenech
(2003).

Para as analises histoldgicas, os drgaos foram fixados em formol a 10%, desidratados
em solu¢des gradativas de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast.
Foram realizados cortes histolégicos de 5 pum em micrétomo, corados com
Hematoxilina e Eosina (BEHMER et al, 1976) para a analise microscépica. Os 6rgaos
foram avaliados seguindo os critérios de Cengiz e Unlu (2006).

Para o calculo da Clsogen foi utilizado o programa Trimmed Spearman Karber
(HAMILTON, 1977). Ap6s a obtengdo da Clsgooen 0s dados foram comparados de
acordo com a tabela de ZUCKER (1995). Os dados do micronacleo foram
transformados em In (x+1) e submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis e

ao teste de Dunn (5%).

3- Resultados
3.1- Teste de toxicidade aguda da Deltametrina e Esfenvalerato

Os Tambaquis, quando expostos a deltametrina, apresentaram 100% de mortalidade
nas concentragdes 0,13125 mg.L™ e 0,19375 mg.L™ nas primeiras 6 e 12 horas de
experimento; 33,3% na concentragdo 0,06875 mg.L? e 0% de mortalidade na
concentracéo 0,00625 mg.L™ e controle . Com base nesses dados, foi determinada a
CLso.gs horas de 0,05719 mg.L™ com limite superior de 0,09 mg.L™" e inferior de 0,04
mg.L™ resultando na equacéo de regresséo y= 585,7x-0,19 R*= 0,9239 (Figura 7)
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Figura 7: Relagdo concentracdo-mortalidade do Tambaqui (Colossoma macropomum) para a
Deltametrina durante o teste de toxicidade aguda.

No teste definitivo realizado com o esfenvalerato, os Tambaquis apresentaram 100%
de mortalidade nas concentragées 0,0625 mg.L™" e 0,0835 mg.L™ nas primeiras 6 e 12
horas de experimento; 33,3% na concentracdo 0,0417mg.L™ e 0% de mortalidade na
concentragdo 0,021 mg.L™" e controle . Com base nesses dados, foi determinada a
Clso.gs horas de 0,04257 mg.L™" com limite superior de 0,05 mg.L™" e inferior de

0,04mg.L-1 resultando na equacao de regresséo y = 1365,8x - 11,64 com R2 = 0,869
(Figura 8)
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Figura 8: Relacéo concentracdo-mortalidade do Tambaqui (Colossoma macropomum) para o

Esfenvalerato durante o teste de toxicidade aguda.

Apesar dos Tambaquis (C. macropomum) terem se apresentado mais sensiveis ao
esfenvalerato, com base nos valores da CLsg.6 h, foi possivel observar que ambos os

piretroides sdo extremamente toxicos a esta espécie, de acordo com a tabela de
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Zucker (1985). Ao serem expostos a esses pesticidas, 0s peixes apresentaram

tremores, natagéo erratica e aumento no batimento opercular.
3.2- Teste do Micronucleo e Anomalias Nucleares

Em relac@o as anomalias nucleares, todas elas foram observadas nos eritrocitos dos
Tambaquis expostos a deltametrina e esfenvalerato (Figura 9). Os peixes expostos a
Deltametrina apresentaram uma diferenca significativa de anomalias nucleares quando
comparadas ao controle (Figura 10); além disso, as anomalias que mais apareceram
foram “Notched”, “Blebbed” e “8-shape” (Figura 11). Apesar de permanecerem de 6 a
12 horas nos tratamentos mais altos, os Tambaquis apresentaram um maior nimero
de anomalias quando comparado as 96 horas de exposicdo nos tratamentos mais

baixos (Figura 12).

Nos peixes submetidos as concentracdes de esfenvalerato, as anomalias “Notched” e

“8-shape” foram as que apresentaram valores significativos (Figura 13).

Figura 9: Diferentes tipos de anomalias encontradas em eritrécitos de Tambaquis expostos a
Deltametrina e Esfenvalerato. A- “8-shape”, B- “Notched”, C- “Blebbed”, D- “ Binucleado”, E-
“Lobbed”, F- “Micronucleo”. Giemsa 10% 1000x.
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Figura 10: Frequéncia das anomalias nucleares em eritrocitos dos Tambaquis (Colossoma
macropomum) expostos a Deltametrina em diferentes concentragdes (mg.L'l). Médias com
letras semelhantes ndo apresentam diferencas significativas pelo teste ndo paramétrico de
Kruskall Wallis e Dunn 5%.
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Figura 11: Frequéncia das anomalias nucleares em eritrocitos dos Tambagquis (Colossoma
macropomum) expostos a Deltametrina em um periodo de 96 horas Médias com letras
semelhantes nao apresentam diferencas significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskall
Wallis e Dunn 5%. MN- Micronlcleo, NO- Noched, LO- Lobbed, BL- Blebbed, BIl- Binucleado,
8-S- 8-Shape.
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Figura 12: Frequéncia das anomalias nucleares em eritrocitos dos Tambaquis (Colossoma
macropomum) expostos a diferentes tempos de exposicdo a Deltametrina. Médias com letras

semelhantes ndo apresentam diferencas significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskall

Walllis e Dunn 5%.
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Figura 13: Frequéncia das anomalias nucleares em eritrocitos dos Tambaquis (Colossoma
macropomum) expostos ao Esfenvalerato em um periodo de 96 horas. Médias com letras
semelhantes ndo apresentam diferencas significativas pelo teste nao paramétrico de Kruskall
Wallis e Dunn 5%. MN- Micronlcleo, NO- Noched, LO- Lobbed, BL- Blebbed, BIl- Binucleado,

8-S- 8-Shape.
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3.3- Anadlise Histopatolégica

Nas analises histologicas das branquias, foram encontradas alteracdes como fuséo
lamelar, hiperplasia, edema, aneurisma e necrose nos peixes expostos a ambos 0s

piretréides (Figura 14). O grau de lesdo esta descrito na Tabela 2 e Tabela 3.

Figura 14: AlteragcBes histoldgicas nas Branquias dos Tambaquis expostos a Deltametrina e
Esfenvalerato. A- Aneurisma. HE 400x; B- Fusdo Lamelar HE 200x; C- Edema HE 1000x; D-
Hiperplasia (*) HE 200x
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Tabela 2: Efeitos histopatolégicos nas branquias dos Colossoma macropomum expostos a
diferentes concentracdes de Deltametrina. (-) Nenhuma Anomalia; (+) Baixa Ocorréncia; (++)

Ocorréncia Moderada e (+++) Ocorréncia severa.

Concentracdo Tempo Fusao Hiperplasia Edema Aneurisma  Necrose

mg.L™ Lamelar

Controle 96 - - = - -
horas

0,00625 96 + - + + )
horas

0,06875 96 ++ + ++ + +
horas

0,13125 12 + + +++ +++ -
horas

0,19375 6 +++ - +++ ++ +

horas

Tabela 3: Efeitos histopatoldgicos nas branquias dos Colossoma macropomum expostos a
diferentes concentracdes de Esfenvalerato. (-) Nenhuma Anomalia;(+) Baixa Ocorréncia; (++)

Ocorréncia Moderada e (+++) Ocorréncia severa.

Concentragdo Tempo Fusédo Hiperplasia Edema Aneurisma  Necrose

mg.L-1 Lamelar

Controle 96 - - = - -
horas

0,021 96 - - + ++ .
horas

0,0417 96 + + +++ + -
horas

0,0625 12 - - +++ ++ -
horas

0,0835 6 ++ - +++ + o

horas

AlteracBes hepéticas como Congestdo, Esteatose, Necrose, presenca de granulos

amarronzados e Nducleos Picnéticos (Figura 15) foram encontradas nos peixes
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submetidos as diferentes concentragfes dos piretrdides, descritas nas Tabelas 4 e
Tabela 5.

Figura 15: Alteracdes histolégicas no Figado de Tambaquis expostos a Deltametrina e
Esfenvalerato. A- Esteatose HE 1000x; B- Nucleo Picnético HE 1000x; C- Congestao

sanguinea; D- Necrose HE. 100x.
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Tabela 4: Efeitos histopatolégicos nos figados dos Colossoma macropomum expostos a
diferentes concentracdes de Deltametrina. (-) Nenhuma Anomalia; (+) Baixa Ocorréncia; (++)

Ocorréncia Moderada e (+++) Ocorréncia severa.

Concentracéo Tempo Congestéo Esteatose Necrose Picnose

mg.L™

0,00625 96 ++ - ++ +

horas

0,13125 12 ++ ++ +++ T+
horas

Tabela 5: Efeitos histopatolégicos nos figados dos Colossoma macropomum expostos a

diferentes concentracdes de Esfenvalerato (-) Nenhuma Anomalia; (+) Baixa Ocorréncia; (++)

Ocorréncia Moderada e (+++) Ocorréncia severa.

Concentracdo  Tempo Congestéo Esteatose Necrose Picnose

mg.L™

0,021 96 +++ ++ +++ ++

horas

0,0625 12 ++ ++ + +
horas
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4- Discussao

Apbs as 96 horas de exposicdo a deltametrina e esfenvalerato, a CLsy encontrada foi
de 0,05719 mg.L' e 0,04257 mg.L*, respectivamente. Essa alta sensibilidade
possivelmente ocorreu porque 0s peixes possuem um sistema deficiente em enzimas
gque hidrolisam os piretréides, além desses compostos apresentarem carater lipofilico,
aumentando a absorcdo através das branquias (POLAT et al., 2002; VIRAN et al.,
2003).

O Tambaqui se mostrou mais resistente a Deltametrina quando comparado a Tilapia
(Oreochromis niloticus), que apresentou um CLs, de 0,01547 mg.L™" de acordo com
Boateng et al. (2006). As carpas (Cyprinus carpio), expostas ao mesmo produto
utilizado neste trabalho, apresentaram uma maior resisténcia no periodo de 96 horas a
deltametrina, no qual a ClLs, foi de 0,078mg.L* (KAMRIN,1977). Possivelmente,

espécies de clima temperado tenham uma maior resisténcia a este composto.

Em relagdo ao esfenvalerato, Werner et al. (2002) avaliaram a toxicidade do
xenobidtico em relagdo ao Oryzias latipes e Mulla et al. (1978) observaram o efeito do
produto em Tilapia mossambica. Ambas as espécies foram mais resistentes em
relacdo ao Tambaqui, avaliado neste estudo. O primeiro autor observou que a CLs, foi
de 0,094 mg.L™. e 0 segundo, uma CLs, de 0,2 mg/L, enquanto que a do Tambaqui foi

de 0,04257 mg.L™, o que mostra uma maior sensibilidade desta espécie.

Os testes de toxicidade aguda avaliam, principalmente, a mortalidade do organismo
assim como, suas alteragcbes de comportamento. Porém, somente esses dados nédo
sao suficientes para verificar a toxicidade dindmica dos xenobi6ticos ou seus efeitos
subletais. Com isso, analises complementares como de genotoxicidade e histolégicas

séo importantes para a elucidacao do efeito toxico no organismo (FERREIRA, 2004).

Através da avaliagdo de genotoxicidade nos Tambaquis, foi possivel observar, em
ambos o0s testes, uma diferenca estatistica entre as anomalias nucleares. O
Micronucleo e a ndcleos binucleados, em ambos os testes, tiveram menor frequéncia
quando comparadas as outras anomalias. A presenca de uma anomalia pode ter
relacdo direta com a outra ja que, CHAPADENSE et al. (2009) ao submeterem
Tambaquis a atrazina, outro tipo de pesticida, observaram a presenca de nucleos
binucleados durante a contagem de micronucleo. De acordo com o mesmo autor, a

formacédo destas ocorre antes do processo de diferenciacdo celular.

As “bolhas” presentes nas anomalias como “Blebbed” e “Micronucleo” sdo respostas

do organismo em expelir o DNA danificado, amplificado, com falhas de replicacéo ou
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condensado de forma indevida, por isso sédo associadas a efeitos genotoxicos,ou seja,
quando o DNA é alvo do agente quimico. No entanto, as anomalias como “Binucleada”
e “8-shaped” sao utilizados como indicador de cromossomos dicéntricos, associados a
efeitos citotéxicos quando ocorre um dano celular (PACHECO; SANTOS, 2002;
PALHARES;GRISOLIA, 2002; LINDBERG et al., 2007; SUMMAK et al., 2010).

Com base nos resultados foi possivel observar que a deltametrina produziu um efeito
genotoxico e citotdoxico nos Tambaquis por apresentar numeros significantes de
nuacleos (BL) e (8-S) enquanto que o esfenvalerato apenas apresentou efeitos
citotoxicos, representados pela presenca significativa de anomalias (8-S),
provavelmente ocasionados por problemas durante a divisdo celular (SANDERSON,;
FAUSER,2008).

Outro fator observado na inducdo das anomalias foi o tempo de exposi¢cdo. No teste
de esfenvalerato, ndo houve diferenca estatistica. No entanto, os peixes expostos a
deltametrina apresentaram uma maior quantidade de anomalias em um menor espaco
de tempo (6- 12 horas), quando submetidos as concentrac6es mais altas do produto.
Isto pode ser justificado, pois as anomalias nucleares, de acordo com Ayllon e Garcia-
Vasquez (2000) e Kirschbaum et al. (2009) representam uma resposta prévia da
formacao de Micronucleo.

Com base nos resultados dos efeitos histopatolégicos das branquias, observa-se que
na concentracdo 0,06875 mg.L™ de deltametrina os peixes apresentaram uma maior
quantidade de alteragfes. Isto possivelmente ocorre porque os peixes ficaram mais

tempo expostos e desenvolverem diferentes expressées morfologicas de exposigao.

O edema e a fuséo lamelar foram as alteragBes mais frequentes nos peixes expostos
a deltametrina. O edema pode ter sido ocasionado pela elevacdo de uma lamina
continua no epitélio lamelar das células pilares, que aumentam a distancia entre o
meio externo e o sangue este espaco pode ser preenchido com agua, formando estas
alteracbes (WENDELAARBONGA, 1997;THOPHON et al., 2003), que pode prejudicar
as trocas gasosas e o transporte idnico (MALLAT, 1985; WINKALER et al.,2001).

O produto também induziu aos Tambaquis a desenvolveram a fusdo lamelar,
possivelmente, por ser um mecanismo natural de defesa. Este mecanismo faz com
que o epitélio tenha um menor contato com o produto quimico (HEATH,1987;
OJHA,1999).

Cengiz (2006) observaram que as Carpas expostas a 0,041 mg.L™" de Deltametrina

durante 96 horas produziram um grau severo de hiperplasia, porém nas branquias dos

35



Tambaquis submetidos as concentracdes 0,19375 mg.I* de deltametrina e 0,08835
mg.L™ de esfenvalerato, néo foi encontrada hiperplasia, possivelmente em decorréncia

do tempo curto de exposicéo de apenas 6 horas.

As alteracBes hepaticas sdo normalmente iguais entre diferentes espécies e diferentes
produtos, ndo fornecendo respostas especificas dos poluentes (SALAMAT; ZARIE,
2014). No entanto, sdo comumente utilizadas para estudos de poluicdo ambiental.
Como neste trabalho, em que foi possivel observar uma alteracdo hepatica nos

Tambaquis expostos aos piretroides.

Os figados dos C. macropomum expostos a deltametrina e esfenvalerato
apresentaram alteracdes histopatologicas como a congestdo sanguinea, esteatose
hepatica, necrose e nucleos picnoticos. Nas concentragbes mais altas dos dois
compostos foram encontrados graus severos de necrose, provavelmente causada por
hipertrofia nuclear dos hepatécitos que podem ser explicadas pela grande atividade
celular em decorréncia da exposicdo a produtos quimicos (MEYER; HENDRICKS,
1985; HINTON et al., 1992; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; FANTA et al., 2003), e a
congestao sanguinea no tecido hepatico, decorrente do fluxo sanguineo, a fim de
melhorar a oxigenagéo das areas danificadas, além de participarem no processo de
detoxificacdo (ANDERSON; ZEEMAN, 1995).

A espécie Cirrhinus mrigala, submetida a teste de toxicidade com organofosforado,
outro tipo de pesticida, apresentou alteracdes hepaticas semelhantes ao presente
trabalho, como a congestdo sanguinea e necrose em todas as concentracdes
utilizadas, exceto no controle (VELMURUGAN et al., 2009). G. affinis expostas a
Deltametrina durante 30 dias, apresentaram, além das anomalias encontradas neste
trabalho, um desarranjo nos canais sinusoides e um aumento das células de Kupffer
(CENGIZ et al., 2006).

5- Concluséo
Através deste estudo, foi possivel avaliar que os piretroides: deltametrina e
esfenvalerato, foram extremamente téxicos aos Tambaquis, com CLs, de 0,05719
mg.L" e 0,04257 mg.L™?, respectivamente. Quando expostos a estes produtos, 0s
peixes apresentaram efeitos citotdxicos e genotoxicos além de alteracdes histologicas

no figado e nas branquias.
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7- CONSIDERACOES GERAIS

Apesar dos piretréides serem praticamente atoxicos aos seres humanos, 0 uso
indiscriminado destes pode ocasionar sérios problemas ambientais, principalmente no

comprometimento das espécies mais sensiveis, como 0s peixes.

Além disto, os piretréides também sao utilizados como inseticidas domésticos e no
controle de piolhos humanos e veterinarios, gerando novas formas de contaminacéo e

expondo pessoas a riscos de intoxicagao.

No presente trabalho, foi possivel determinar duas concentracdes letais (deltametrina
e esfenvalerato) para os Tambaquis, principal espécie nativa cultivada no pais e na
regido do Baixo S&o Francisco Sergipano. Deste modo, estes resultados podem
auxiliar programas de manejo, a fim de minimizar os impactos ambientais causados

por estes inseticidas.
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Mais além, o trabalho foi de carater inovador visto que, ndo existem estudos que

avaliaram o efeito destes compostos em Tambaquis, dando base para trabalhos

futuros.
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