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RESUMO

O presente estudo teve o0 objetivo de determinar as concentracdes letais e subletais
e as alteracdes comportamentais, hematolégicas e bioquimicas da cipermetrina por
via hidrica em 96 horas no jundid (Rhamdia quelen) na fase juvenil, bem como
analisar os efeitos da cipermetrina e deltametrina nesta espécie na fase de
desenvolvimento embrionario. Os peixes foram fornecidos pelo Laboratorio de
Piscicultura e Pesquisa (LAPEP) da Pontificia Universidade Catélica do Parana
(PUCPR), Parana, Brasil. Para a determinacdo da concentracdo letal e subletal e
avaliacdo dos efeitos toxicos da cipermetrina sobre o jundia, os peixes foram
aclimatados por quinze dias e apds este periodo, foram pesados e medidos e,
posteriormente, distribuidos de forma aleatdria em aquérios de 30L. Foram utilizadas
as seguintes concentracdes: 0 (grupo controle); 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 5; 10; 15 e 20 mg/L,
com trés repeticbes para cada concentracdo e quatro animais por aquario,
totalizando 120 animais para determinar concentracao letal e subletal. Para avaliar
os efeitos téxicos da cipermetrina no jundia foram utilizadas as seguintes
concentracfes: 0 mg/L (grupo controle) com trés repeticbes, 1,5 e 2,5 mg/L com
cinco repeticdes cada concentracdo. Cada aquario com quatro animais, totalizando
52 animais. ApoOs as 96 horas, os peixes foram anestesiados para a coleta de
sangue. Foram analisados: hemograma completo, proteina plasmatica, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA),
gama glutamiltransferase (GGT) e albumina. Para determinar os efeitos da
cipermetrina e deltametrina por via hidrica em 96 horas sobre a fase de
desenvolvimento embrionério, foram utilizadas as seguintes concentracdes,
respectivamente: 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 mg/L e 0O; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0
mg/L. Foram analisados: taxa de fertilizacdo, taxa de eclosdo e taxa de
sobrevivéncia em 12 e, posteriormente, em 24 horas. Para analise estatistica dos
dados foi utilizado o teste de Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunns. Para
determinar as concentracdes letais e subletais da cipermetrina em jundias, os peixes
pesaram 59,58 * 4,50 gramas e mediram 20,33 + 2,34 centimetros. Doses acima de
3,0 mg/L foram consideradas letais, pois todos os animais vieram a 0Obito, enquanto
gue concentracdes de 1 a 2,5 mg/L foram consideradas subletais em 96 horas. Para
avaliar os efeitos toxicos da cipermetrina no jundid, os peixes pesaram 56,67 + 4,43
gramas e mediram 18,92 + 1,16 centimetros. Os animais apresentaram alteracdes
comportamentais como perda de equilibrio, alteracdo na natacdo, dispnéia
mantendo a boca e 0s opérculos abertos, nados verticais e movimentos subitos de
natacdo em forma de espiral. Houve variacdo na intensidade dessas alteracdes nas
concentracfes testadas, sendo que na concentracdo de 2,5 mg/L estas alteracdes
se apresentaram mais intensas. Houve diferenca significativa entre os grupos
(controle, 1,5 e 2,5 mg/L) nas andlises: hematocrito, hemoglobina, contagem total de
eritrocitos, contagem total de leucdcitos, trombdcitos, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA). Os demais
parametros analisados ndo apresentaram diferencas significativas entre 0os grupos.
Na determinacdo dos efeitos toxicos da cipermetrina e deltametrina sobre o
desenvolvimento embrionario do jundia, a taxa de fertilizacéo, taxa de eclosao, taxa
de sobrevivéncia em 12 horas e em 24 horas apresentaram diferenca significativa
entre os grupos. Tanto a cipermetrina como a deltametrina se mostraram toxicas
para o0 jundiA mesmo em baixas concentragbes, causando alteracdes
comportamentais, hematolédgicas, bioquimicas e no desenvolvimento embrionario
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desta espécie. Todos os parametros analisados estdo intimamente relacionados com
a condicdo de saude dos animais, sendo assim, as alteracdes apresentadas neste
estudo podem representar o estresse que 0s animais sofrem frente as alteracbes
ambientais pelo uso constante dos pesticidas em nivel mundial. E de grande
importancia o presente estudo, visto que, frequentemente animais que vivem em
ambientes aquaticos sdo expostos a diferentes agentes toxicos, muitas vezes em
concentracdes letais, o que pode representar ou agravar num futuro proximo, um
grande impacto ambiental.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Pesticidas. Inseticidas. Biomarcadores. Peixes.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the lethal and sublethal concentrations and behavioral
changes, hematological and biochemical characteristics of cypermethrin by water in
96 hours (Rhamdia quelen) in the juvenile, as well as analyze the possible effects of
cypermethrin and deltamethrin in this species at the stage of embryonic
development. The fish were provided from the Laboratory of Fish Culture and
Research (LAPEP), Catholic University of Parana (PUCPR), Parana, Brazil. To
determine the concentration lethal and sublethal effects and evaluation of toxic
effects of cypermethrin on the silver catfish, fish were acclimated for 15 days and
after this period, were weighed and measured and then divided randomly into
aquariums 30 liters (L). To determine the lethal and sublethal concentrations of
cypermethrin in silver catfish, were used the following concentrations: 0 (control
group); 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 5; 10; 15 and 20 mg/L, with three replicates for each
concentration and four animals per aquarium, totaling 120 animals. To evaluate the
toxic effects of cypermethrin in silver catfish were used the following concentrations:
0 mg/L (control group) and three times, 1.5 and 2.5 mg/L with 5 replicates for each
concentration. Each aquarium with four animals, totaling 52 animals. After 96 hours,
the fish were anesthetized for blood collection, which analyzed: complete blood cell
count and differential leukocyte, plasma protein, aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) gamma glutamyl
transferase (GGT) and albumin. To determine the effects of cypermethrin and
deltamethrin by water in 96 hours on the stage of embryonic development, were used
the following concentrations, respectively: 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 mg/L and 0,001,
0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L, beyond the control group. Were analyzed: fertilization rate,
hatching rate and survival rate to 12 and then for 24 hours. For statistical analysis
were used the Kruskall Wallis test followed by the Dunns. To determine the
concentration lethal and sublethal effects, the fish weighed 59.58 + 4.50 grams and
measured 20.33 £ 2.34 cm. Doses above 3.0 mg/L were considered lethal, since all
the animals died, while concentrations of 1 to 2.5 mg/L were considered sublethal in
96 hours. To assess the toxic effects of cypermethrin on the catfishes in the juvenile
phase, the fish weighed 56.67 + 4.43 grams and measured 18.92 + 1.16 cm. At the
concentrations tested, the animals showed behavioral changes such as loss of
balance, change in swimming, dyspnea, keeping the operculum and mouth open,
still-vertical and sudden movements of swimming in a spiral. There was variation in
the intensity of these changes in concentrations, and that the concentration of 2.5
mg/L these changes were more intense. There were significant differences between
groups (control, 1.5 and 2.5 mg/L) in the following analysis: hematocrit, hemoglobin,
total erythrocytes count, total leukocyte count, thrombocytes, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase
(ALP). The other parameters showed no significant differences between groups. To
determine the toxic effects of cypermethrin and deltamethrin on the embryonic
development of silver catfish, the following parameters analyzed showed significant
differences between groups: fertilization rate, hatching rate, survival rate at 12 hours
and survival rate in 24 hours. Both cypermethrin and deltamethrin proved toxic for
silver catfish, even at low concentrations, causing behavioral changes,
hematological, biochemical and embryonic development in this species. All measured
parameters are intimately related to the health condition of animals, so the changes
presented in this study may represent the stress that animals suffer in the face of
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environmental changes by the constant use of pesticides worldwide. It is of great
importance to this study, since often the animals that live in aquatic environments are
exposed to different toxic agents, often in lethal concentrations, which may represent
or worsen in the near future, a large environmental impact.

Keywords: Ecotoxicology. Pesticides. Insecticides. Biomarkers. Fish.
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CAPITULO 1

EFEITOS TOXICOLOGICOS DE PIRETROIDES (CIPERMETRINA E
DELTAMETRINA) EM PEIXES - Reviséo

(Toxicological effects of pyrethroids (cypermethrin and deltamethrin) in fish - review)
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EFEITOS TOXICOLOGICOS DE PIRETROIDES (CIPERMETRINA E
DELTAMETRINA) EM PEIXES - Reviséao
(Toxicological effects of pyrethroids (cypermethrin and deltamethrin) in fish - review)

Francisco Pizzolato Montanha®; Claudia Turra Pimp&o?

! Mestrando em Ciéncia Animal - PUCPR, Médico Veterinario,
chicopm28@yahoo.com.br;

2 professora Titular - PUCPR, Médica Veterindria,
claudia.pimpao@pucpr.br

RESUMO- A cada ano, milhdes de hectares de terra séo convertidos, sobretudo, ao uso
agropecuario e também urbano. Este crescimento tem como consequéncia a liberagéo
de dejetos industriais nas dguas e a emissdo de particulas poluentes na atmosfera
representando ameacas crescentes para a ictiofauna. Pesticidas utilizados em
agriculturas, geralmente, escoam para sistemas aquaticos desencadeando uma série
de alteracBes no ambiente aquatico e nos organismos que o habitam. No ambito da
América Latina, o Brasil desponta como o maior consumidor de agrotoxicos, sendo a
cipermetrina e a deltametrina piretréides pesticidas sintéticos potentes, de amplo
espectro, usados amplamente e que vém ganhando popularidade desde 1970. Estes
pesticidas atuam sobre o sistema nervoso de vertebrados exercendo um efeito
significativo sobre os canais de sédio e interagem com os receptores GABA nos
filamentos nervosos. Os impactos da contaminacdo por agrotoxicos em peixes variam
de acordo com os tipos de substancias empregadas. Peixes sdo animais extremamente
sensiveis aos piretréides. Sdo excelentes animais para estudos de impacto toxicolégico
e tém sido amplamente utilizados neste propédsito. O jundia (Rhamdia quelen) € um
peixe tele6steo nativo da América do Sul. A avaliacdo dos parametros
comportamentais, hematoldgicos e bioquimicos é util para o diagnostico de patologias
de peixes e para monitorizar o estado de salde, assim, a analise sanguinea pode
revelar disfuncdes agudas ou crdnicas, atribuiveis a nutricdo, qualidade da &gua,
presenca de toxinas e doencas, entre outros fatores. As alteracdes das atividades das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FA), gama glutamiltransferase (GGT) e a quantificacdo de albumina podem ser
usadas para demonstrar os danos teciduais, principalmente o hepatico, ja que o figado
€ um dos principais 6rgdos que sofrem os efeitos das substancias toxicas. Alteracbes
nas atividades reprodutivas dos peixes provindas dos efeitos toxicos de diferentes
substancias podem representar em longo prazo grande impacto ambiental. Todos estes
parametros sao de extrema importancia para se analisar os efeitos de uma substancia
sobre uma populacédo, jA que estes indicam o verdadeiro efeito e condicdes de
sobrevivéncia destes animais. O presente estudo teve o objetivo de desenvolver uma
revisdo de literatura atual sobre as alteracbes comportamentais, hematoldgicas e
bioquimicas em peixes juvenis e em fase de desenvolvimento embrionario expostos aos
piretroides.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Pesticidas. Biomarcadores. Hematologia.
Desenvolvimento embrionario.
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ABSTRACT- Each year, millions of hectares of land are converted, primarily to
agricultural use and also urban. This growth has resulted in the release of industrial
waste waters and particulate emissions into the atmosphere represents the growing
threats to the fish fauna. Pesticides used in agriculture, usually draining into aquatic
systems triggering a series of changes in the aquatic environment and organisms
that inhabit it. Within Latin America, Brazil stands as the largest consumer of
pesticides, and pyrethroids deltamethrin and cypermethrin synthetic pesticides
potent, broad-spectrum, widely used and have been gaining popularity since 1970.
These pesticides act on the nervous system of vertebrates exerting a significant
effect on sodium channels and interacts with GABA receptors in the nerve filaments.
The impacts of pesticide contamination in fish vary according to the types of
substances used. Fish are extremely sensitive animals to pyrethroids. They are
excellent animals for toxicological and impact studies have been widely used for this
purpose. Silver catfish (Rhamdia quelen) is a teleost fish native to South America
assessment of behavioral parameters, hematological and biochemical is useful for
diagnosing diseases of fish and to monitor health status, so the blood test can reveal
dysfunctions acute or chronic, attributable to nutrition, water quality, presence of
toxins and disease, among other factors. Changes in enzyme activities of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase
(ALP), gamma glutamyltransferase (GGT) and the quantification of albumin can be
used to demonstrate tissue damage, especially the liver, since liver is one of the main
organs that suffer the effects of toxic substances. Changes in reproductive activities
of fish originated from the toxic effects of different substances can pose long-term
broad environmental impact. All these parameters are extremely important to
examine the effects of a substance over a population, since they indicate the true
purpose and conditions of survival of these animals. This study aimed to develop a
review of current literature on the behavioral changes, hematological and biochemical
alterations in juvenile fish and being exposed to pyrethroids.

Keywords: Ecotoxicology. Pesticides. Biomarkers. Hematology. Embryonic
development.
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1 INTRODUCAO

Com o surgimento da revolugdo industrial e o crescimento das formas de
producdo e consumo no século XVIII, aumentou o impacto ambiental de origem
antrépica e o0s riscos a estes associados (COELHO, 2006). O processo de
industrializagcdo praticamente global, o crescimento incessante das populacdes
humanas, a utilizacé@o crescente de veiculos e do uso intensivo dos recursos naturais
pela agropecuaria, silvicultura e mineracdo sao alguns dos principais fatores
responsaveis pelo aumento da quantidade e complexidade dos residuos que séo
lancados no meio ambiente, os quais provocam sérios problemas ecoldgicos e
toxicolégicos para a maioria dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(JARDIM, 2004; MASSARO, 2006; MAYON et al.,, 2006; RODRIGUES, 2007,
SILVEIRA, 2007; BERNARDI et al., 2008).

A cada ano, milhdes de hectares de terra sdo convertidos, sobretudo, ao uso
agropecuario e também urbano (BERNARDI et al., 2008). Este crescimento causa o
desmatamento, a poluicdo doméstica, industrial e agricola, que sdo ameacas
crescentes para a ictiofauna (RODRIGUES, 2003) devido a liberacdo de dejetos
industriais nas dguas e a emissao de particulas poluentes na atmosfera. A reducéo
da qualidade da 4gua é evidente por causa desses dejetos (PIMPAO, 2006).

Os organismos aquaticos estdo em constante contato com substancias
estranhas ao seu organismo, substancias estas denominadas xenobibticos
(RODRIGUES, 2003). Amplo estudo toxicolégico de diversas substancias faz-se
necessario jA que, anualmente, sdo lancadas no mercado mais de mil novas
substancias quimicas sintéticas sendo, a maioria, sem nenhuma avaliagdo adequada
sob o ponto de vista da sua interagdo nos ecossistemas (BERNARDI et al., 2008).

Os piretréides sao, atualmente, os inseticidas mais utilizados na agricultura.
Cuidados devem ser tomados para sua utilizacdo, ja que podem exercer uma série
de efeitos toxicos nos vertebrados (SANTOS et al., 2007), como 0s peixes, que séo

altamente sensiveis aos efeitos neurotoxicos destes compostos quimicos
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(BASANTA KUMAR; SUBHAS, 2003; SVOBODOVA et al., 2003; AYDIN et al., 2005;
URAL; SAGLAM, 2005; CENGIZ; UNLU, 2006, EL-SAYED et al.,, 2007; SINGH,;
SINGH, 2008).

Os biomarcadores sao definidos como qualquer resposta biolégica de um
individuo quando exposto a um agente quimico, demonstrando alguma mudanca no
estado fisiolégico normal. Pela definicho exposta, mensuragfes bioquimicas,
celulares, fisiologicas, histolégicas, morfolégicas e comportamentais sao
consideradas biomarcadores (BOLS et al., 2001; MAYON et al., 2006, ARIAS et al.,
2007; BERNARDI et al., 2008). Os efeitos dos poluentes sobre ecossistemas
naturais podem ser aferidos também pelos efeitos dos poluentes sobre processos
reprodutivos (TRIPATHI; SINGH, 2004).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma revisédo de literatura atual sobre
os efeitos toxicoldgicos dos piretrdides cipermetrina e deltametrina em peixes,
adultos e juvenis, visando identificar as possiveis alteracdes comportamentais,
hematoldgicas, bioquimicas e alteracbes nas taxas de eclosdo, fertilizacdo e

sobrevivéncia que ocorrem nos peixes.
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2 PESTICIDAS

Os efeitos do uso de pesticidas constituem um problema reconhecido
mundialmente e agravado pela utilizacdo inadequada dos mesmos, como
intoxicacdo em trabalhadores rurais que manipulam e aplicam estes produtos,
consumidores de produtos agricolas, animais domeésticos, alimentos, frutos,
vegetais, fontes hidricas e o0 ecossistema como um todo (PIMPAO, 2006).

Recentemente, novos pesticidas foram desenvolvidos com potencial de uso
generalizado no ambiente, tais como, pulverizacdo em cultura de pomares e
florestas para controle de mosquitos, e inevitavelmente tem contato com o meio
aquatico (AYDIN et al., 2005). Pesticidas, os quais séo utilizados em agriculturas
podem escoar para sistemas aquaticos desencadeando uma série de alteracbes
como também deterioracdes no ecossistema e afetar o sistema imune dos peixes
(NAYAK et al., 2004).

O uso de praguicidas na agricultura tem estimulado pesquisas para avaliar o
potencial de risco ambiental e os problemas que provocam tanto a organismos alvo
como nos organismos ndo alvo (MATAQUEIRO, 2006), analisando respostas
comportamentais, distirbios em metabolismos de -carboidratos, anormalidades
hematolégicas e histopatologia de o6rgéos vitais (MISHRA et al., 2005). Segundo
Tavares-Dias et al. (2001) inseticidas podem causar alteracbes morfologicas,
bioquimicas e fisiologicas, as quais podem conduzir para disturbios metabdlicos,
disfuncbes enzimaticas e disfuncéo nos organismos de peixes.

Agrotéxicos podem ser definidos como produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso na produgdo, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas e
outros ecossistemas, bem como de ambientes urbanos, hidricos ou industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da

acado de seres vivos considerados nocivos. Consideram-se também, nessa definicao,
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as substancias empregadas como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento. Apesar de serem utilizados em diversos sistemas,
naturais ou ndo, 0s agrotoxicos sdo empregados em maior escala no setor
agropecuario (RODRIGUES, 2007).

Os agrotoxicos se diferenciam dos produtos organicos industriais pelo fato de
serem trazidos ao ambiente com a intencdo de apresentar efeitos toxicos sobre um
ou mais organismos considerados indesejados, sendo utilizados com o objetivo de
aumentar a produtividade e a qualidade dos produtos, reduzindo custos com mao-
de-obra, diminuindo perdas de alimentos armazenados, erradicando vetores de
doencas, entre outros (RODRIGUES, 2007).

Estes compostos quimicos usados pelo homem para destruir, repelir ou
mitigar pragas, animais, fungos, plantas daninhas terrestres e aquaticas, podem
causar danos a saude das pessoas, dos animais e ao meio ambiente
(MATAQUEIRO, 2006).

Em geral, quanto maior a concentracdo de pesticidas e mais longo o tempo de
exposicao, maiores as chances dos impactos negativos atingirem niveis superiores
de organizacdo bioldgica, como comunidades e ecossistema. Se um estresse dura
tempo suficiente para levar a morte uma populacdo de organismos, afetando as
taxas de crescimento e de reproducdo e impedindo o recrutamento de novas
espécies, ela é entdo capaz de alterar a estrutura da comunidade (ARIAS et al.,
2007).

Conhecidos também como defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas,
produtos fitossanitarios, venenos, remédios de plantas, biocidas etc. A nomenclatura
correta desses produtos, que pode variar de acordo com o interesse dos grupos
envolvidos, apresenta discussbes tdo extensas quanto a sua lista de efeitos
danosos. No entanto, o termo agrotéxico, além de ser utilizado na legislacao
brasileira, destaca a sua toxicidade e os riscos implicitos em sua utilizacdo. Sua
classificacdo pode ser baseada em diversos critérios, como estado fisico

(suspensao, granulos etc.), espécies-alvo (inseticidas, herbicidas, fungicidas etc.),
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padrdao de uso (desfolhantes, repelentes, entre outros), mecanismos de acao
(anticolinesterasicos, anticoagulantes, entre outros) ou estrutura quimica (piretroides,
organofosforados, etc.) (RODRIGUES, 2007).

O uso praticamente global de praguicidas, desde spray domeéstico até as
toneladas de produtos utilizados anualmente na agricultura e na pecuaria, constitui
problema de impacto ambiental e de saude publica e animal (MATAQUEIRO, 2006).
Pois seu uso desordenado e excessivo provoca diversos impactos sobre o ambiente
(RODRIGUES, 2007).

Por ano, sdo produzidos no mundo 2,5 milhdes de toneladas de agrotéxicos
(JOBIM et al., 2010) e deste total, 85% s&o utilizados na agricultura (PIMPAO, 2006).
No ambito da América Latina, o Brasil desponta como o maior consumidor de
agrotoxicos, com um consumo estimado em 50% da quantidade comercializada
nesta regido (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; PIMPAO, 2006, SANTOS et al., 2007).
O uso de praguicidas no Brasil alcancou no ano de 2005, o patamar de producéo e
comercializacdo de, aproximadamente, 400 mil toneladas, considerado na época o
3° maior consumidor de agrotoxicos em nivel mundial (SANTOS et al., 2007). A
producdo atual de agrotoxicos € de 250 mil toneladas por ano, fato que contribui
para a classificacdo do pais como o 8° maior consumidor de praguicidas no mundo
(JOBIM et al., 2010).

No Brasil, os estados do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Tocantins, sé&o
responsaveis pelo consumo de 70% do total utilizado no pais. Na regido sudeste, o
consumo de agrotéxicos € estimado em 12 Kg de agrotéxico por trabalhador ao ano,

valor que pode ser superior dependendo da area produtiva (RODRIGUES, 2007).

2.1 PIRETROIDES

Os piretréides sado, atualmente, os inseticidas mais utilizados na agricultura

(SANTOS et al., 2007). Estes compostos apresentam amplo espectro de atividade,
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acao rapida, eficiéncia em baixa dose, baixo poder residual no ambiente e,
adicionalmente, € praticamente atdxico para mamiferos, quando comparados a
outros inseticidas (PIMPAO, 2006; SANTOS et al., 2007). No entanto, apesar das
vantagens apresentadas pelos piretréides em relacdo a outros inseticidas, os
mesmos cuidados devem ser tomados para sua utilizacdo, ja que podem exercer
nos vertebrados efeitos neurotoxicos e cardiotoxicos (SANTOS et al., 2007).

O primeiro pesticida piretroide, aletrina, foi identificado em 1949
(BRADBERRY et al., 2005). Os piretroides séo inseticidas de origem vegetal, obtidos
a partir da trituracdo das flores de algumas plantas pertencentes ao género
Chrysanthemum cineraiaefolium (BORGES, 2005; CENGIZ; UNLU, 2006; PIMPAO,
2006; TRAMUJAS et al., 2006, PIMPAO et al., 2007; SANTOS et al., 2007) e
Chrysanthemum cocineum (TRAMUJAS et al., 2006).

O piretro € um inseticida instavel na luz e no ar, o que limita a sua efetividade
na protecdo de lavouras e no controle de insetos (PIMPAO, 2006, SANTOS et al.,
2007). Analogos sintéticos da piretrina tém sido desenvolvidos para contornar a
rapida fotodegradacdo que ocorre com a piretrina natural (POLAT et al., 2002;
BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003; BORGES, 2005; PIMPAO, 2006; OSTI et
al., 2007; VELISEK et al., 2007; SELVI et al., 2008) mantendo a potente e rapida
atividade inseticida e a toxicidade aguda relativamente baixa do piretro para
mamiferos (PIMPAO, 2006).

O uso dos piretréides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de 70
ap0s a mudanca estrutural introduzida nas piretrinas. Assim, a inclusdo de atomos
de nitrogénio, enxofre e de halogénios as piretrinas solucionou os problemas de
estabilidade relacionados as substancias naturais, enquanto manteve relativamente
baixa a toxicidade aguda em mamiferos. A baixa toxicidade para mamiferos dos
piretréides sintéticos tem incentivado seu uso em agricultura, intensificando os riscos
de poluicdo mundial (BEGUM, 2005; EL-SAYED et al., 2007). Na aquicultura tem
sido usado substituindo pesticidas mais téxicos e persistentes como

organofosforados (BEGUM, 2005).
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Os piretroides agem nos insetos com rapidez causando paralisia imediata e
mortalidade, efeito de choque denominado knock down (SANTOS et al., 2007). Sao
amplamente aceitos para o controle de insetos no mundo todo. Estes inseticidas séao
comumente divididos em composto tipo |, o qual falta um substituinte alfa-ciano, e
composto tipo I, o qual contém o substituinte alfa-cianofenoxibenzil, o qual confere
maior eficacia inseticida (OSTI et al., 2007).

Durante as investigacdes para modificar as estruturas quimicas da piretrina
natural certo numero de piretroides sintéticos foi produzido com melhora nas
propriedades fisicas e quimicas e maior atividade biolégica. Diversos destes
piretréides sintéticos foram comercializados com sucesso, principalmente para o
controle de insetos em domicilios. Outros piretroides mais recentes tém sido
desenvolvidos como inseticidas em agriculturas devido a sua excelente atividade
contra uma ampla faixa de pragas e pela sua baixa persisténcia. Efeitos toxicos dos
piretréides sobre organismos ndo alvos tém sido analisados e relatados em partes
por bilhdo os resultados obtidos (VELISEK et al., 2007).

O desenvolvimento de piretroides sintéticos envolveu processos interativos de
modificacdo estrutural e avaliacdo biolégica para que estes fossem comercializados.
A maior parte dos piretréides sintéticos foi desenvolvida pela substituicdo de
elementos estruturais das piretrinas, os quais conservam parte da molécula original,
a forma molecular e propriedades fisicas da estrutura modelo (PIMPAO, 2006).

A toxicidade dos piretroides é altamente dependente da estrutura quimica
(VIRAN et al., 2003; URAL; SAGLAM, 2005; SANTOS et al., 2007). Todos os
piretréides podem existir, pelo menos, quatro estereoisbmeros, cada um com
diferentes atividades biologicas (BRADBERRY et al., 2005). A toxicidade do
piretréide é dependente da taxa de isémeros presentes (BASER et al., 2003), os
isbmeros cis demonstram uma toxicidade mais elevada em relacdo ao trans e o
carregador ndo polar aumenta a toxicidade de ambos isémeros (BASER et al., 2003;

SANTOS et al., 2007).
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Piretroides sdo comercializados como misturas racémicas ou como isémero
anico. O mecanismo pelo qual piretrdides sao téxicos € complexo e se torna mais
ainda quando eles sdo formulados com piperonil butéxido ou com um inseticida
organofosforado, ou ambos, como em formulagdes comerciais, 0s quais agem como
sinergistas inibindo a metabolizacdo dos piretroides (BRADBERRY et al., 2005).

O uso amplificado de piretrdides sintéticos pode aumentar 0s riscos de
poluicdo em nivel mundial (SINGH; SINGH, 2008). O uso generalizado destes
pesticidas, consequentemente, leva trabalhadores, aplicadores a campo e o
ecossistema a exposicao causando possiveis efeitos toxicos (POLAT et al., 2002;
BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003; BORGES, 2005; PIMPAO, 2006, EL-
SAYED; SAAD, 2007; OSTl et al., 2007; VELISEK et al., 2007).

Ha uma baixa taxa de envenenamentos por piretréides em humanos, pois
menos de dez mortes foram relatadas por ingestdo ou exposi¢do. A mais importante
via de absorcdo dos piretrdides é através da pele. Inalacdo é muito menos
importante, mas aumenta a preocupacdao quando piretréides sado utilizados em
espacos fechados. O principal efeito adverso da exposicdo dermal é paraestesia,
devido a hiperatividade das fibras nervosas sensoriais cutaneas. A face é mais
comumente afetada e a paraestesia € exacerbada por estimulacdo sensorial como
calor, luz solar, arranhdes, sudorese ou aplicacdo de agua. Com a ingestao de
piretréides por humanos, dentro de minutos podem ocorrer: dor de garganta,
nausea, vOmito e dores abdominais. Ainda podem causar Uulceras bucais,
aumentando secrecOes e disfagia. Efeitos sistémicos ocorrem entre 4 e 48 horas
apos exposicao. Tonturas, dores de cabeca e fadiga sdo comuns, podendo chegar a
coma e convulsdes (BRADBERRY et al., 2005).

Os piretroides sdo amplamente usados no campo e nos domicilios para
controle de pestes e contra piolhos humanos e veterinarios (BORGES, 2005;
CENGIZ; UNLU, 2006; SELVI et al., 2008). Tém multiplas funcbes de uso na
agricultura, na medicina veterinaria e na saude publica, principalmente para controle

de vetores (PIMPAO, 2006). Sdo amplamente utilizados como inseticidas tanto em
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propriedades residenciais como comerciais (CALISKAN et al., 2003; BRADBERRY
et al., 2005) e na medicina para tratamento topico de scabioses e piolhos. Em paises
tropicais mosquiteiros sdo comumente embebidos em solucdes de piretroides como
estratégias antimalaricas (BRADBERRY et al., 2005). Nas duas ultimas décadas,
aplicacoes de piretroides como inseticidas ou preparacfes antiparasitarias, vem
aumentando significativamente (SVOBODOVA et al., 2003; BORGES, 2005).

Piretréides estdo sucessivamente substituindo pesticidas usados
anteriormente como organoclorados, organofosforados e carbamatos (DAS;
MUKHERJEE, 2003; SVOBODOVA et al., 2003; TRIPATHI; SINGH, 2004; AYDIN et
al., 2005; BORGES, 2005; CENGIZ; UNLU, 2006; MISHRA et al., 2005; CENGIZ,
2006, YILDIRIM et al., 2006; EL-SAYED, SAAD, 2007; PIMPAO et al., 2007) devido
a sua baixa persisténcia no ambiente tornando-o mais seguro (DAS; MUKHERJEE,
2003; EL-SAYED; SAAD, 2007; PIMPAO et al., 2007; SINGH; SINGH, 2008),
comparativamente menos toéxico para mamiferos (TRIPATHI; SINGH, 2004,
BORGES, 2005; MISHRA et al., 2005; CENGIZ, 2006; EL-SAYED; SAAD, 2007;
PIMPAO et al., 2007), suas propriedades de alta bioeficacia (URAL; SAGLAM, 2005;
EL-SAYED; SAAD, 2007) e devido aos perigos ecolbgicos a longo prazo associado
ao uso de pesticidas organoclorados, organofosforados e carbamatos (YILDIRIM et
al., 2006).

As principais vantagens do piretroide sintético sdo sua fotoestabilidade,
altamente efetivo mesmo em baixas concentracbes, facil desintegracéo
(SVOBODOVA et al., 2003) além de apresentar baixa toxicidade para passaros e
mamiferos, conforme supracitado, (SVOBODOVA et al., 2003; BORGES, 2005;
URAL; SAGLAM, 2005; YILDIRIM et al., 2006; SINGH; SINGH, 2008), especialmente
humanos (BORGES, 2005), devido a uma réapida metabolizagdo no organismo da
maioria dos animais (MISHRA et al., 2005; CENGIZ, 2006).

Por serem relativamente ndo persistente no ambiente (EL-SAYED; SAAD,

2007; SINGH; SINGH, 2008), ndo se espera que faca biomagnificacdo através da
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cadeia alimentar (EL-SAYED; SAAD, 2007; SANTOS et al., 2007). Porém ha uma
tendéncia para a bioacumulacao nos organismos (VELISEK et al., 2007).

No meio ambiente, os piretroides, assim como outros praguicidas, podem ser
utilizados como modelo para o estudo da ecotoxicologia, pois contaminam o ar, a
terra e a agua provocando efeitos adversos que atingem desde uma bactéria até o
homem (SANTOS et al., 2007). A avaliacdo dos riscos ecotoxicoldgicos causados
por pesticidas nos ecossistemas baseia-se nos dados sobre toxicidade e efeitos dos
pesticidas para organismos ndo alvos. Os peixes estdo entre o grupo de organismos
aguaticos nao alvos (VELISEK et al., 2006).

Ensaios laboratoriais demonstraram que os piretréides sdo muito toxicos para
peixes, abelhas e alguns artrépodes aquaticos, tais como lagostas e camardes
(OSTI et al., 2007; SANTOS et al., 2007) e benéfico a outros artropodes aquaticos e
comunidades de zooplancton (URAL; SAGLAM, 2005).

Apesar de ndo ser persistente no ambiente, peixes sdo extremamente
sensiveis aos efeitos neurotoxicos destes pesticidas (BASANTA KUMAR; SUBHAS,
2003; SVOBODOVA et al., 2003; AYDIN et al., 2005; URAL; SAGLAM, 2005;
CENGIZ; UNLU, 2006; EL-SAYED et al., 2007; SINGH; SINGH, 2008). A toxicidade
verificada para mamiferos € baixa, porém estudos toxicolégicos recentes com 243
pesticidas mostraram que os piretréides estdo entre os pesticidas mais toxicos para
organismos aquaticos, tais como peixes e crustaceos (BARRIONUEVO; LANCAS,
2001; PIMPAO, 2006; SAXENA; SETH, 2002).

Peixes fazem intimo contato com a 4gua do ambiente através das branquias.
Devido a sua lipofilicidade, piretréides tem uma alta taxa de absorcdo pelas
branquias, o qual é um fator que contribui para a sensibilidade dos peixes a
exposi¢cbes aquaticas por piretroides (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).
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Piretréides sado altamente téxicos para as branquias, causando seérias
alteracdes epiteliais, o qual danifica as trocas gasosas (BORGES, 2007). Podem
também causar alteracdes profundas como: lesdes estruturais e morte das células
das branquias. As lesdes tém sido detectadas histologicamente apds exposicdes de
peixes, tanto em laboratério quanto a campo, a uma série de compostos, incluindo
metais pesados, pesticidas, organoestanicos, solventes organicos, xenobioticos
organicos e surfactantes. Algumas lesbes comuns no epitélio da branquia foram
levantadas como: necroses, hiperplasias, hipertrofias e rupturas (BOLS et al., 2001).
Estes compostos sédo toxicos também para o figado, rins, cérebro e musculos dos
peixes (BORGES, 2007).

Os piretrdides sintéticos sdo metabolizados muito rapidamente no figado de
mamiferos. A reacao inicial de desintoxicagdo em mamiferos é a clivagem da ligacéo
éster, provavelmente por esterases (BORGES, 2005; PIMPAO, 2006; OSTI et al.,
2007; VELISEK et al., 2007), seguidas por reacfes de hidroxilagdo através do
sistema citocromo P-450 e por varias reacdes de conjugacdo (PIMPAO, 2006,
PIMPAO et al., 2007). A metabolizacdo de um piretréide resulta no aumento
significativo de sua hidrossolubilidade, facilitando assim sua rapida excrecdo atraves
dos liquidos corporais, principalmente a urina (RODRIGUES, 2003; PIMPAOQ, 2006).

O metabolismo em peixe € amplamente oxidativo (POLAT et al.,, 2002,
BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003; OSTI et al., 2007; VELISEK et al., 2007),
logo, sdo deficientes no sistema enzimatico que hidrolisa os piretréides (POLAT et
al., 2002; BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003; MISHRA et al., 2005; CENGIZ,
2006; BORGES, 2007; EL-SAYED; SAAD, 2007; PIMPAO et al., 2007; SANTOS et
al., 2007; VELISEK et al., 2007).

Especialmente em baixas temperaturas, animais ectotérmicos, como 0s
peixes, metabolizam menos piretroides por causa da atividade de seu sistema
enzimatico reduzida (OSTI et al., 2007).

Em peixes, os piretrdides sdo altamente toxicos, podendo causar efeitos

toxicos e letais com uma dose cerca de dez a mil vezes menor comparando-se com
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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) e aves (AYDIN et al., 2005; URAL; SAGLAM, 2005; CENGIZ; UNLU, 2006;
EL-SAYED; SAAD, 2007; EL-SAYED et al., 2007).

A eliminacdo e meia-vida de varios piretroides pela truta sdo todos acima de
48 horas, enquanto a eliminacdo e meia-vida para aves e mamiferos é realizada em
um intervalo de 6 para 12 horas (VELISEK et al., 2006).

Assim, o uso indiscriminado de piretréides pode afetar o equilibrio no meio
ambiente, requerendo seu monitoramento pelas anéalises de seus residuos e de seus
efeitos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001; PIMPAO, 2006).

O monitoramento ocupacional tem se mostrado a forma mais eficiente de
prevenir e diagnosticar precocemente os episodios de intoxicacdes provocados por
pesticidas (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Nenhuma substancia quimica é totalmente segura ou totalmente danosa. Seu
efeito esta relacionado com a sua concentragdo no meio e seu tempo de
permanéncia ou tempo de exposicdo sobre o organismo. Neste sentido os testes de
toxicidade sdo aplicados para avaliar os efeitos adversos do composto quimico em
um organismo de forma padronizada, em condi¢cdes replicAveis que permita
comparacdbes com outros compostos testados. Apenas técnicas de
biomonitoramento, baseadas no uso de espécies sensiveis podem ser utilizadas
para medir integrativamente as respostas aos efeitos interativos de tais substancias

(SILVEIRA, 2007).

2.1.1 Cipermetrina

A cipermetrina, um piretroide pesticida sintético potente e de amplo espectro é
usado amplamente no controle do verme do algodéo, Heliothis armigera (DAVID et
al., 2004), usada também no tratamento de |4 de ovelhas, tratamento de

salmonideos para piolhos aquaticos (MOORE; WARING, 2001; JAENSSON et al.,
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2007), é frequentemente utilizado na agricultura no controle de pestes domésticas e
industrial (TRIPATHI; SINGH, 2004; JAENSSON et al., 2007; SINGH; SINGH, 2008).
Também para o controle dos ectoparasitas que infestam bovinos, ovinos, aves e
alguns animais de companhia (VELISEK et al., 2006).

Recentemente, o composto foi usado como um agente quimioterapéutico de
controle de ectoparasitas e infestacées por piolhos do mar (Lepeophtheirus salmonis
e Caligus elongatus) na cultura em gaiolas marinhas de salméo do Atlantico (Salmo
salar) (VELISEK et al., 2006) e também em muitos corpos aquaticos para o controle
de pragas, insetos e ectoparasitas como piolhos (BASANTA KUMAR; SUBHAS,
2003; TRIPATHI; SINGH, 2004; YILMAZ et al., 2004; BORGES, 2005; JAENSSON et
al., 2007, SINGH; SINGH, 2008) podendo causar toxicidade subcronicas e crénicas
sérias para os peixes (BASER et al., 2003; CALISKAN et al., 2003). Por esse motivo,
uma atencdo especial € necessaria nesses programas de controle de vetores em
ambientes aquéaticos (POLAT et al., 2002; BASER et al., 2003; VIRAN et al., 2003;
CALISKAN et al., 2003; CENGIZ, 2006).

A cipermetrina é categorizada como um pesticida de uso restrito pela United
States Environmental Protection Angency (USEPA) devido a sua alta toxicidade aos
peixes (SAHA; KAVIRAJ, 2009). Na india a cipermetrina é usada em uma grande
variedade de culturas e muitos corpos de agua contendo culturas de peixes
(BEGUM, 2004; SAHA; KAVIRAJ, 2009).

Cipermetrina (a-ciano-3-fenoxibenzil-2,2-dimetil-cis, trans-3 (2,2-diclorovinil-
ciclopropanocaboxilato) (DAVID et al., 2004; SINGH; SINGH, 2008), C2,H19CI,NO3,
de peso molecular 416.30, € um piretroide sintético que vem ganhando popularidade
desde 1970 (JAENSSON et al., 2007). E uma base de pesticida muito utilizada em
piretroides. E a mais eficaz entre estas preparacdes (VELISEK et al., 2006).

Produtos que contém cipermetrina séo classificados como classe de
toxicidade quimica Il (toxicidade moderada) ou Il (altamente toxico), dependendo da

formulagdo (POLAT et al., 2002; BASER et al., 2003). Seu uso tem substituido os
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inseticidas organoclorados, organofosforados e carbamatos nas duas Udltimas
décadas (BASANTA KUMAR; SUBHAS, 2003; BORGES, 2007).

Em 1995 houve um significante aumento no nimero de sitios de agua doce
na Inglaterra e Gales, onde a cipermetrina excedeu o limite de concentragcdo maxima
permitida pela norma de qualidade ambiental de 1 ng. L. Mais recentemente
durante um programa de monitoramento da agéncia ambiental, niveis de
cipermetrina variaram entre 0,078 e 0,101 pg. L™ tendo sido mensurados em riachos
de apoio a desova de salmonideos (MOORE; WARING, 2001).

Mesmo a cipermetrina sendo amplamente utilizada, atualmente poucas
informacbes se tem a respeito dos efeitos destes inseticidas piretréides.
Cipermetrina induz a alteracfes nas glandulas pituitarias gonadotréficas, em figados,
ovarios, niveis plasmaticos e mortalidade espermatica (SINGH; SINGH, 2008).
Dificuldade respiratoria € um dos sinais iniciais causados pelo envenenamento por
pesticidas (CALISKAN et al., 2003). Shires (1983) relatou que mortalidade dos
peixes pode ocorrer devido ao uso da cipermetrina em praticas de agriculturas
(SAXENA; SETH, 2002).

A cipermetrina tem sido encontrada na superficie de 4guas em escala mundial
- nos sistemas de escoamento ou aquicultura e até mesmo em aguas pluviais
(JAENSSON et al., 2007). Seus residuos frequentemente alcangcam ecossistemas
aguaticos podendo ser transferidos através do fitoplancton para peixes e finalmente
para humanos (BASANTA KUMAR; SUBHAS, 2003). Residuos de pesticidas tém
sido encontrados em peixes selvagens capturados (SINGH; SINGH, 2008).

Vale ressaltar que a cipermetrina, assim como 0s piretroides em geral, é
praticamente ndo toxica para mamiferos e passaros, mas é altamente toxica para
peixes e invertebrados aquaticos. O principal motivo disto € devido a metabolizagéo
e eliminacéo destes compostos serem significantemente mais lentos em peixes do
gue em mamiferos e passaros (YILMAZ et al., 2004; BEGUM, 2005).

Moore e Waring (2001) relataram que a cipermetrina, mesmo em baixos

niveis nos ambientes aquaticos, causa efeitos crénicos significativos sobre
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populacdes de Atlantic Salmon através do rompimento das func¢des reprodutivas.
Isto ocorre principalmente devido a metabolizacdo e eliminacdo mais lenta desse
composto por peixes (BEGUM, 2005).

Doruct e Girgin (2001) relataram diferencas significativas nos niveis dos
parametros sanguineos de peixes expostos a cipermetrina em comparacao ao grupo
gue néo foi exposto ao piretroide.

Conforme Stephenson (1982 apud DAS; MUKHERJEE, 2003) a
concentracao, responsavel pela morte de metade da polulacdo estudada (CLso), da
cipermetrina para espécies de carpa foi entre 0,9 e 1,1 ug/L; para truta marrom 1,2

Hg/L e para tilapia 2,2 pg/L.

2.1.2 Deltametrina

A deltametrina foi originada em 1974, com a inclusdo do grupamento
substituinte a-ciano no grupo 3-fenoxibenzil, atribuindo-lhe maior poténcia praguicida
gue o composto sintetizado anteriormente (permetrina) e comercializada a partir de
1977 (GALEB, 2010).

A férmula molecular da deltametrina é C,,H19Bro,NO3z Quimicamente é um
isbmero (1R, cis; aS) de oito estereoisbmeros ésteres do analogo dibromo do acido
crisantémico, ou seja, (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cis-3(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropano carboxilato. E preparada por esterificacdo do acido 2,2-dimetil-3-
(2,2-dibromovinil) cicloproponacarboxilico (Br,CA) com alcool a-ciano-3-fenoxibenzil,
ou por recristalizacao seletiva dos ésteres racémicos obtidos da esterificagédo de (1R,
3R ou cis)-acido com o racémico ou alcool -[aR, a S, ou aRS] (GALEB, 2010).

A deltametrina € um piretréide do tipo Il, sendo estavel na luz, umidade, ar, mas
instdvel em meio alcalino. Podem-se considerar algumas caracteristicas fisicas e
quimicas da deltametrina: p6 cristalino, sem cor e odor, densidade (20 °C) 0,5 g/cm?,
ponto de fusdo entre 98-101 °C, ponto de ebulicdo acima de 300 °C, solubilidade em

agua (20 °C) <0,2 mg.mL™, soltvel em solventes organicos (GALEB, 2010).
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Apébs curtos periodos de exposicdo a deltametrina, catfish (Heteropneustes
fossilis) adultos mostraram hipocalcemia. Os investigadores atribuem esta condigc&o
para o eventual comprometimento de qualquer um afluxo liquido de eletrolitos nas
branquias ou funcéo renal (OSTI et al., 2007). De acordo com Velisek et al. (2007)
valores de eritrécitos aumentaram significativamente (p<0,05) em peixes expostos a
deltametrina quando comparados com o grupo controle.

Viran et al. (2003) observaram os sinais de hiperexcitabilidade do sistema
nervoso central ao expor guppy (Poecilia reticulata) com diferentes concentragoes de

deltametrina, variando entre 1 e 10,80 pg/L.

2.1.3 Mecanismo de Acao dos Piretroides

Os piretréides atuam no sistema nervoso central dos vertebrados e confere
toxicidade em espécies seletivas, na ordem peixes > anfibios > mamiferos >
passaros (CALISKAN et al., 2003).

Os inseticidas piretréides contendo o grupo a-ciano-fenoxibenzila, como a
cipermetrina e deltametrina, atuam sobre o sistema nervoso de vertebrados. O
mecanismo de seus efeitos, no caso de peixes, € 0 mesmo de outros piretréides que
contenham o grupo a-ciano-fenoxibenzila (BORGES, 2005; VELISEK et al., 2006;
VELISEK et al., 2007).

Os piretroides exercem um efeito sobre os canais de sodio dos filamentos
nervosos, bloqueando a sua abertura e fechamento, ou seja, encurtando a fase
despolarizante, prolongando o tempo de entrada dos ions de Na* para o interior da
célula e atrasando o seu encerramento (BORGES, 2005; BRADBERRY et al., 2005;
VELISEK et al., 2006; BORGES, 2007; SANTOS et al., 2007, VELISEK et al., 2007).

Além disso, eles interagem com os receptores do 4cido gama amino butirico
(GABA) nos filamentos nervosos (BORGES, 2005; BRADBERRY et al., 2005;
VELISEK et al., 2006; BORGES, 2007; VELISEK et al., 2007), ou seja, ligam-se aos
receptores do GABA bloqueando os canais de cloro e sua ativagcdo (SANTOS et al.,
2007), o que pode ser responsavel pela hiperexcitabilidade observada em

envenenamento severo por piretréides tipo || (BRADBERRY et al., 2005).
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O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central
(SNC) e a auséncia de inibicdo sinaptica leva a uma hiperexcitabilidade do SNC
(SANTOS et al.,, 2007), ou seja, a cipermetrina e a deltametrina, piretroides
amplamente utilizados como pesticida terrestre e aquatico atuam sobre o
funcionamento do sistema nervoso central através dos canais idnicos nas células
nervosas, provocando hiperatividade e subsequente falta de controle das funcbes

normais nos peixes (BORGES, 2005).
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3 ECOTOXICOLOGIA E TIPOS DE INTOXICACAO

A ecotoxicologia nasceu de certa forma, da toxicologia ambiental. No entanto,
a toxicologia ambiental aborda os efeitos prejudiciais de agentes quimicos no
ambiente considerando somente a saude humana. Ja a ecotoxicologia apresenta-se
como um estudo dos efeitos danosos de agentes toxicos sobre o ecossistema, ou
seja, uma visdo mais ampla e integrativa (BERNARDI et al., 2008).

A ecotoxicologia foi definida pela primeira vez por Truhaut em 1969
(COELHO, 2006; MASSARO, 2006), como sendo o ramo da toxicologia que abrange
o estudo dos efeitos toxicos causados por poluentes naturais ou sintéticos, aos
componentes bibticos dos ecossistemas, sejam animais (incluindo o homem),
vegetais ou microrganismos (MASSARO, 2006) e suas consequéncias na estrutura e
funcionamento das popula¢des, comunidades e ecossistemas (COELHO, 2006).

Os estudos de toxicologia aquatica se desenvolveram nos EUA e na Europa
h& mais de cem anos, a partir de duas disciplinas, a Biologia da Polui¢édo da Agua e
a Limnologia (MASSARO, 2006). Devido ao interesse em estudar os danos
causados por poluentes nas comunidades aquaticas e nos seus hiveis de
organizacdo fez com que a Ecotoxicologia Aquatica tivesse um grande
desenvolvimento nos ultimos anos (COELHO, 2006).

Uma vez lancadas no ambiente, quaisquer substancias ou compostos
guimicos podem iniciar uma infinidade de interacfes entre si e com 0s constituintes
do meio, que poderdo resultar nas mais diferentes formas de acdo sobre as
comunidades biologicas a elas expostas (SILVEIRA, 2007).

Cada vez mais sao requeridos estudos intensivos e a utilizagdo de novas
ferramentas para avaliar os impactos diretos e indiretos dos usos de produtos
guimicos nos ecossistemas naturais. Entre estas ferramentas, tém-se destacado os
testes de toxicidade, os quais devem ser considerados como uma analise
indispensavel no controle da poluicdo hidrica, pois detectam os efeitos de

contaminantes sobre a biota enquanto as analises quimicas apenas identificam e
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guantificam as substancias presentes nas amostras ambientais (MASSARO, 2006;
RODRIGUES, 2007).

Na ecotoxicologia, os testes de toxicidade sdo, em grande parte, aguaticos,
em funcdo da degradacdo desses sistemas (JARDIM, 2004; BERNARDI et al.,
2008). Corpos hidricos tém sido usados como sistema de disposicdo de residuos
desde o inicio da civilizacdo (JARDIM, 2004). Os testes de toxicidade aquatica sdo
alocados em quatro grandes grupos, como: testes de toxicidade aguda, testes de
toxicidade cronica, testes de bioacumulacéo e testes fisiolégicos e comportamentais
(BERNARDI et al., 2008). Classificados em agudos ou crénicos de acordo com a sua
duracéo e efeitos avaliados (RODRIGUES, 2007).

A primeira etapa para se compreender os efeitos das substancias toxicas sédo
os testes de toxicidade aguda, enquanto que os testes crénicos fazem parte da
segunda etapa e fornecem informacfes adicionais sobre as concentracbes nao
detectadas nos testes agudos (JARDIM, 2004).

Os testes agudos sdo definidos como os efeitos severos sofridos pelos
organismos decorrentes de um curto periodo de exposicado. Nestes, a finalidade dos
testes é determinar a concentracdo de uma substancia-teste (produtos quimicos ou
efluentes) que produz efeitos deletérios em um grupo de organismos-teste sob
condi¢cBes controladas (RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008). Esses testes
medem os efeitos dos agentes toxicos sobre as espécies durante uma curta fase da
vida e frequentemente avaliam a sobrevivéncia ap6s um periodo de 24 a 96 horas
de exposicdo (JARDIM, 2004). Os efeitos observados vdo desde a letalidade até
qualquer outra manifestacdo do organismo que a anteceda (JARDIM, 2004,
MASSARO, 2006; RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008). Para o teste ser
aceitavel, a sobrevivéncia no controle deve ser de 90%, no minimo (JARDIM, 2004).

As doses subletais sdo estimadas baseando-se nos valores dos testes de
toxicidade aguda de maxima exposicdo, como por exemplo, a ClLsy - 96h

(concentragéo letal para metade da populacdo em estudo dentro de um periodo de
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96 horas), sendo as doses estabelecidas para os testes cronicos, inferiores a esta
concentracdo (MASSARO, 2006).

Para determinar a concentracdo subletal (CLsp) obtém-se a medida da
concentracdo de determinado agente quimico em agua que causa a morte de 50%
dos animais testados. Os valores de CLsp € DLsp (estudos em animais terrestres)
podem ser influenciados por muitos fatores, incluindo linhagem do animal, idade,
sexo, bem como outros parametros ambientais, como temperatura, dureza da agua
e pH (BERNARDI et al., 2008).

Este indice (CLso) corresponde a um valor calculado que representa a melhor
estimativa da dose necessaria para produzir a morte em 50% dos organismos
(GRADVOHL, 2006).

Os testes de toxicidade cronica permitem avaliar efeitos adversos resultantes
de uma exposicdo prolongada, abrangendo parte ou todo o ciclo de vida do
organismo (MASSARO, 2006). Os efeitos cronicos observados em laboratorio
durante os testes de toxicidade incluem mudancas no desenvolvimento,
crescimento, reproducao, metabolismo, fisiologia, e comportamento dos organismos-
teste, sob concentracfes subletais de uma substancia toxica (JARDIM, 2004;
MASSARO, 2006).

Os testes ecotoxicolégicos possibilitam, dentro de condigbes controladas,
determinarem as concentracdes das substancias quimicas que causam efeitos
adversos a organismos aquaticos (JARDIM, 2004; MATAQUEIRO, 2006;
RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008). Por meio destes testes determinam-se
0 tempo e a concentracdo em que 0 agente € potencialmente prejudicial. Para
qualquer produto, o contato com a membrana celular ou sistema biolégico pode néo
produzir um efeito adverso se a concentracéo do produto for baixa, ou o tempo de
contato for insuficiente. Concentragdo e tempo de exposicdo estdo diretamente
relacionados e, portanto, altas concentracées poderdo ter efeitos prejudiciais em

tempos de exposicéo extremamente curtos (MASSARO, 2006).
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Os testes de toxicidade podem ser realizados in situ ou em laboratério. Os
ensaios in situ representam a real condicdo do ambiente, a qual os organismos
estdo expostos (MASSARO, 2006), entretanto, os ensaios em laboratorio séo
favorecidos pelo fato das condigcdes experimentais serem controladas e as respostas
dos organismos-teste melhor observadas (MASSARO, 2006; MATAQUEIRO, 2006).

Entre as varidveis que podem ser controladas estédo: fatores abiéticos (pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, dureza, luminosidade, entre outros); substancia
quimica estudada (isolada ou em misturas); critérios para a avaliacdo do efeito
danoso sobre os organismos (crescimento, reproducéo, reducdo da sobrevivéncia);
periodo de exposicdo dos individuos; concentracdes de exposicdo do agente
qguimico; espécies dos organismos, bem como a sua idade; e as condi¢cdes de saude
e de cultivo dos organismos testados (RODRIGUES, 2007).

Os ensaios realizados em laboratorios ndo permitem extrapolar os resultados
diretamente ao ecossistema, ficando restrito unicamente ao organismo-teste
especifico e as condi¢cdes que levaram ao resultado do ensaio. Deducdes sobre os
processos complexos nos sistemas aquaticos, que até hoje sao relativamente pouco
conhecidos, podem ser feitas somente com cautela. Porém, os testes fornecem
informacBes e indicacdes sobre os possiveis riscos e alteracdes prejudiciais ao
ambiente, servindo, assim, como sistemas preventivos de protecdo e alerta
(SILVEIRA, 2007).

Os testes de toxicidade aquatica fornecem informagcdes sobre o perigo
potencial dos efeitos de uma substancia téxica aos organismos aquaticos, tais como
letalidade, carcinogénese, mutagénese, teratogénese, desordens comportamentais,
efeitos fisiol6gicos cumulativos, antagbnicos e sinérgicos (RODRIGUES, 2007).

O objetivo dos testes de toxicidade é verificar os efeitos provocados a médio e
longo prazo, por doses subletais fornecidas continua ou repetidamente durante certo
tempo. Dificilmente se poderia obter esse tipo de informacéo, a partir, simplesmente,
de dados analiticos. A toxicidade da agua, ou seja, a sua capacidade de provocar

estados morbidos, nem sempre depende da presenca de uma Unica espeécie
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quimica, mas sim da interacdo de diferentes espécies e condi¢cbes fisicas e
quimicas, da qual podem resultar atenuacdes ou, ao contrario, sinergismos,
reduzindo ou acentuando os efeitos toxicos individuais. Assim, o verdadeiro
potencial de toxicidade da agua sO pode ser estimado, com relativo grau de
seguranca, através de ensaios sintéticos, ou empiricos, realizados com seres Vivos.
Testes de toxicidade podem ser eficientes instrumentos de avaliacdo da qualidade
de agua e/ou sedimento. A qualidade é definida dentro de padrbes e exigéncias que
assegurem o bem estar dos organismos no ambiente em estudo (SILVEIRA, 2007).

Quanto a renovacdo da solucdo que estd sendo testada, os testes de
toxicidade aguda podem ser conduzidos segundo quatro sistemas diferentes: a)
sistema estético: a solucdo-teste ndo é renovada durante o teste; b) sistema de
recirculacdo: o controle e as solucdes-teste sdo bombeados e filtrados para manter a
qualidade da agua, e retornam aos recipientes-teste; c) sistema de renovacao ou
semi-estatico: as solucdes-teste e o controle sdo renovados e 0s organismos-teste
sao transferidos para as novas solucdes e d) sistema de fluxo continuo: as solucdes-
teste fluem pelo recipiente-teste, sem recirculacdo. Testes estaticos e semi-estaticos
nao sdo recomendados se 0 material testado é volatil ou possui grande demanda de
oxigénio (JARDIM, 2004).

A adocéo de estudos ecotoxicolégicos permite fazer predicdes sobre riscos de
extincdo, constituindo-se uma ferramenta para compreensdo da extensdo dos
impactos, pois 0s organismos vivos utilizados nos testes de toxicidade funcionam
como verdadeiros “biosensores” que respondem a presenga de contaminantes
(JARDIM, 2004).

Apesar da crescente utilizacdo dos testes ecotoxicoldgicos, no Brasil sdo poucas
as espécies de organismos aguaticos empregados em métodos padronizados. Os
peixes tém sido usados em testes ecotoxicoldgicos uma vez que sao importantes na
composi¢céo da cadeia alimentar e facilmente obtidos, a fim de se predizer o risco de

acidentes ou intoxicagbes ndo intencionais resultantes do uso de agrotéxicos,
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reconhecidos pelo seu efeito negativo ndo somente sobre os organismos-alvo, como
também outros elementos do ambiente (RODRIGUES, 2007).

Uma espécie ou grupo de organismos somente é utilizado quando apresenta
algumas caracteristicas que as tornem "ideais"”, dentre as quais a ampla distribuicao,
a abundancia numérica e a baixa variabilidade genética, além de uma taxonomia
estavel, bem definida e facil de ser reconhecida (COELHO, 2006).

A importancia da utilizacdo de peixes como bioindicadores de toxicidade esta
centrada em dois fatores: ecoldgico, uma vez que, na maturidade, certos peixes
ocupam niveis altos na cadeia trofica; e econdémico, jA que 0s mesmos representam
importantes fontes de alimento para o homem, sendo de extrema importancia os
estudos de bioacumulacao e ecotoxicologia, que acabam por servir de referéncia em
programas de saude para as populacdes que dependem dessas fontes de alimento

(RODRIGUES, 2007).
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4 ORGANISMOS TESTE

Apesar da crescente utilizacdo dos testes ecotoxicologicos, no Brasil sdo
poucas as espécies de organismos agquaticos empregados em métodos
padronizados (RODRIGUES, 2007).

A caracteristica mais importante no que se refere a escolha de um
procedimento de um teste de toxicidade é justamente a selecdo da espécie que
devera ser utilizada como indicadora dos efeitos contaminantes, pois a resposta
deste teste com um pequeno grupo de organismos, geralmente é usada para
representar uma comunidade inteira. Geralmente utilizam-se algas, bactérias,
invertebrados ou peixes, por serem estes organismos sensiveis e representativos da
biota aquética (MASSARO, 2006).

A selecdo da espécie-teste € normalmente baseada em varios critérios, tais
como: sensibilidade, o organismo devera responder a uma ampla variedade de
contaminantes em concentracdes que podem ser encontradas no ambiente natural,
facil manutencdo em laboratério, o organismo devera ser adaptavel as condicfes de
cultivo em laboratério; biologia e ecologia, a qual devera existir informacdes
suficientes em relacdo a biologia e a ecologia da espécie; reprodutibilidade dos
resultados, a repeticdo dos experimentos devera fornecer resultados uniformes com
limites de erros aceitaveis; relevancia, o organismo deverd ter significado ecol6gico
ou econdmico, devido a sua abundancia, importancia econémica ou importancia na
cadeia alimentar; ciclo de vida de curta duracdo: esta caracteristica facilita o tempo
de duracédo do teste (MASSARO, 2006; RODRIGUES, 2007).

Dentre os diversos organismos utilizados para testes de toxicidade estdo os
peixes (CARVALHO, 2009). Peixes sdo importantes na composicdo da cadeia
alimentar e sado facilmente obtidos, os quais tém sido usados em testes
ecotoxicolégicos a fim de se predizer o risco de acidentes ou intoxicagcdes nao

intencionais resultantes do uso de agrotéxicos, reconhecidos pelo seu efeito
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negativo ndo somente sobre os organismos-alvo, como também outros elementos do
ambiente (RODRIGUES, 2007).

Bioensaios com peixes permitem estudar, sob condi¢cdes controladas, alguns
parametros como mortalidade, alteraces comportamentais e danos nos tecidos ou
células, podendo ajudar a predizer alguns efeitos de contaminantes em
ecossistemas aquaticos naturais (CARVALHO, 2009).

Peixes s@0 animais excelentes para estudos de impactos toxicolégicos e tém
sido amplamente utilizados neste proposito (MISHRA et al., 2005, OSTI et al., 2007).
Vérios efeitos bioldgicos de diferentes toxicos ambientais tém sido estudados em
uma ampla variedade de peixes (MISHRA et al., 2005).

Estes organismos sdo considerados organismos padrdo para testes de
toxicidade aguda, assim como para testes de toxicidade crbnica. A importancia de
peixes de agua doce em ecotoxicologia é tanto ecolégica quanto econémica. O fato
dos peixes, ocuparem niveis tréficos elevados entre os organismos aquaticos, faz
com que estes animais, através da cadeia alimentar, acumulem altos teores de
substancias por biomagnificacdo. Além disso, os peixes podem ser considerados a

principal rota de contaminacdo humana (CARVALHO, 2009).
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5 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sao hoje definidos como respostas biolégicas adaptativas a
agentes estressores (CARVALHO, 2009). Qualquer resposta biolégica de um
individuo quando exposto a um agente quimico, demonstrando alguma mudanca do
estado fisiologico normal é um biomarcador. Pela definicdo exposta, mensuracdes
bioguimicas, celulares, fisiologicas, histologicas, morfoldégicas e comportamentais
sao consideradas biomarcadores (BOLS et al., 2001; MAYON et al., 2006, ARIAS et
al., 2007; BERNARDI et al., 2008).

O proposito do uso de biomarcadores é avaliar as condicdes ambientais, pela
analise das respostas bioquimicas e celulares, antes que animais e vegetais sofram
efeitos adversos irreversiveis, atingindo popula¢des ou, até mesmo, 0s ecossistemas
(JONSSON et al., 2002; BERNARDI et al., 2008), ou seja, 0 uso de biomarcadores
nas avaliacbes de risco apresenta a vantagem de possibilitar a deteccdo de
exposicdes potencialmente téxicas bem antes que efeitos adversos possam ocorrer
(CARVALHO, 2009).

As duas caracteristicas mais importantes dos bioindicadores séo: permitem
identificar as interacdes que ocorrem entre 0s contaminantes e 0s organismos Vivos e
possibilitam a mensuracéo de efeitos subletais. Esta Ultima caracteristica permite pér em
pratica acbes remediadoras ou, melhor ainda, acbes preventivas (ARIAS et al., 2007).

Uma vantagem decisiva do uso dos biomarcadores no monitoramento ambiental é
gue mostram, no minimo se a fisiologia dos organismos esta dentro de limites normais,
indicando que nenhuma acéo reparadora € necessaria (BERNARDI et al., 2008).

A resposta biologica as agressdes ambientais pode ser evidenciada em
qualquer nivel de organizacdo, desde ecossistemas até compartimentos
subcelulares ou reacdes bioquimicas intracelulares, passando por comunidades,
populacdes, organismos, sistemas fisiologicos e células (CARVALHO, 2009).

A necessidade de entender e predizer os efeitos dos agroquimicos tem
promovido a pesquisa de varios indicadores fisioldgicos e bioquimicos de compostos

toxicos indutores de estresse. O conceito basico que sustenta a utilizagdo de
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bioindicadores de poluicdo ambiental por agroquimicos baseia-se no fato que os
distarbios no meio ambiente levam inicialmente a perturbacdo de uma reacéo
bioguimica em um determinado organismo (JONSSON et al., 2002).

Em geral, na intoxicacdo aguda ocorre mortalidade em massa dos peixes. No
entanto, a poluicdo é um processo muitas vezes cronico, aparentemente sem danos
visiveis, podendo causar varios efeitos subletais (PIMPAO, 2006).

A hematologia pode ser considerada como um parametro essencial para se
avaliar o estado geral de saude de diversas espécies de peixes (CARVALHO, 2009),
considerada a maneira mais rapida de detectar sintomas de estresse (TAVARES-
DIAS et al.,, 2003). Sdo cada vez mais usados como indicadores de estresses
fisiol6gicos resultantes de alteracbes enddgenas ou exdégenas em peixes (LERMEN
et al.,, 2004). Sendo assim, a avaliacdo dos parametros sanguineos pode ser util
para monitorar o estado fisioldgico dos peixes e para os diagndsticos de patologias
de peixes (DORUCU e GIRGIN, 2001; BARCELLOS et al., 2003; BORGES, 2005;
RANZANI-PAIVA et al., 2005).

Quando uma substancia quimica entra em um organismo, diversas respostas
fisiol6égicas, hematolégicas e bioquimicas ocorrem as quais podem se adaptar ou
conduzir para a toxicidade (BEGUM, 2004; BORGES, 2005, BORGES, 2007). As
caracteristicas bioquimicas estdo entre 0os mais importantes parametros do meio
interno dos peixes. As mudancas no perfil bioquimico refletem mudancas no
metabolismo e em processos celulares do organismo, resultantes dos efeitos de
varios poluentes, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas
substancias (BEGUM, 2004; BORGES, 2005).

Assim, a andlise sanguinea pode revelar disfuncées agudas ou crbnicas,
atribuiveis a nutricdo, qualidade da agua, presenca de toxinas e doencas, entre
outros fatores (BORGES, 2005).

Os efeitos dos poluentes sobre ecossistemas naturais podem ser aferidos
também pelos efeitos dos poluentes sobre processos reprodutivos (TRIPATHI,

SINGH, 2004).
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Existem poucos dados a respeito do potencial de efeitos subletais dos
pesticidas sobre a reproducdo e a viabilidade em longo prazo nas populacbes de
peixes (MOORE; WARING, 2001). Recentemente, grande atencao tem sido dada
aos possiveis efeitos adversos decorrentes da exposicdo de animais aquaticos a
agentes quimicos durante as fases pré e perinatal (TRAMUJAS et al., 2006).

Moore e Waring (2001) relataram que mesmo baixas concentracdes de
cipermetrina em ambientes aquaticos, pode ser o suficiente para causar efeitos
significantes a longo prazo em populagbes de salmdo do atlantico através de
disfuncdes reprodutivas (YILMAZ et al., 2004).

A exposicao a pesticidas e outras substancias toxicas durante as fases pré e
perinatal, pode alterar, além de componentes do sistema nervoso central, o sistema
reprodutivo sem comprometer o crescimento e a viabilidade dos descendentes, mas
causar alteragbes funcionais que se tornam aparentes posteriormente na idade
adulta (TRAMUJAS et al.,, 2006). Até mesmo um estresse crénico pode afetar a
reproducao e assim causar um declinio populacional (MAYON et al., 2006).

A fecundidade, o periodo e o tipo de desova sdo caracteristicas especificas
essenciais para a manutencdo de qualquer espécie de peixe (GOMIERO et al.,
2007). A reproducdo em peixes, como em outros vertebrados, € afetada por fatores
ambientais, sociais e nutricionais (PARRA et al., 2008). Os parametros reprodutivos
sdo os indicadores mais complexos de exposicdo e acumulacdo de agentes
quimicos, dificultado por diversas razfes, sendo as duas principais: os efeitos dos
poluentes na reproducdo ocasionados direta e indiretamente e o processo fisioldgico
(BERNARDI et al., 2008).

O desenvolvimento embrionario e larval é influenciado por fatores ambientais
como temperatura e turbuléncia da agua (GOMES et al., 2000).

Diversos xenobidticos sdo conhecidos por afetar a reproducdo em Varios
organismos. Por esta razdo, é importante avaliar as respostas destes compostos

com relacéo aos parametros reprodutivos (MAYON et al., 2006).
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6 HEMATOLOGIA E ANALISES BIOQUIMICAS

O sangue dos peixes tem sido estudado com o intuito de determinar o perfil
hematoldgico das diferentes espécies em seus ambientes naturais, entdo os valores
de cada espécie podem ser padronizados, porém alguns fatores podem alterar
esses valores. Isto tem sido visto em peixes que vivem em cativeiros onde
anormalidades ocorrem devido a variacbes de temperaturas e oxigénio dissolvido,
além de doencas e outros fatores. Além disso, analises sanguineas podem ser
utilizadas para determinar os efeitos de estresses causados por confinamentos,
capturas e manipulacdo. Deste modo, a aquicultura precisa acurar essas
informacdes para que seja possivel a identificacdo destas situacdes de estresse e/ou
doencas no sentido de assegurar a saude dos peixes (TAVARES-DIAS et al., 2003).

Os tecidos linfomieldides de osteites (Osteichthyes) sdo oriundos do timo, do
baco e dos rins. O timo, primeiro 6rgéo linféide que se desenvolve, coloniza o baco e
os rins com linfocitos. Em osteictes, o rim € o principal 6rgdo formador de sangue; 0s
rins pronefro (anterior ou cabeca) e opistonefro (principal ou tronco) sdo os locais de
hematopoiese nesses peixes. O rim opistonefro também atua como érgdo excretor.
Portanto, o rim (principalmente o pronefro) é o principal local de maturacdo e
diferenciacdo de hemacias, granulocitos, linfocitos, mondcitos e, possivelmente,
trombdcitos, na maioria dos osteictes. Os estagios tipicos de maturacdo dos
granulécitos foram identificados nos rins de osteictes. O bacgo de peixes teledsteos é
semelhante ao de elasmobranquios, mas geralmente tem uma funcédo
hematopoiética secundaria, exceto em algumas espécies nas quais é o unico orgao
hematopoiético (THRALL et al., 2007b).

A eritropoiese nos teledsteos é similar a de mamiferos, pois admite-se que 0s
eritrocitos derivam de uma célula fonte e de acordo com o seu grau de maturagédo
essas células sdo denominadas de eritroblastos basofilicos, eritroblastos
policromatofilicos, eritroblastos acidofilicos, reticuldcitos e eritrécitos maduros.

Entende-se por célula madura aquela que se diferenciou, tendo atingido a
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possibilidade de desempenhar as suas funcdes especificas (CAMARGO et al.,
2005).

A avaliacdo hematolégica de peixes ndo é rotineiramente utilizada no
diagnéstico de doencas de peixes, mas pode ser Util na deteccdo de alteracdes dos
componentes celulares do sangue. Algumas doencas de peixes causam anemias,
leucopenia, leucocitose, trombocitopenia e outros distarbios as células sanguineas.
O hemograma pode ser (til na avaliacdo da evolucdo da doenca ou da resposta ao
tratamento (THRALL et al., 2007b).

A intensificacdo do cultivo de peixe, que no Brasil apesar de estar sendo
desenvolvido nos ultimos anos tem uma taxa de crescimento de 30% por ano,
representa um desafio para a saude desses animais (RANZANI-PAIVA et al., 2005).
Muitas doencas que acometem 0s peixes causam anormalidades no sangue e em
seus constituintes (SATAKE et al.,, 2009). Os peixes sdo também afetados por
alteracdes ambientais (DORUCU; GIRGIN, 2001) as quais podem afetar o seu
crescimento e a sua sobrevivéncia (RANZANI-PAIVA et al., 2005), como o uso de
compostos quimicos, 0s quais podem ser potencialmente imunossupressores e
estdo sendo introduzidos na rotina de culturas aquaticas no intuito de combater
ectoparasitas, insetos e ervas daninhas (NAYAK et al., 2004).

Sabe-se que doencas e produtos quimicos provenientes de atividades
agricolas presentes na dgua causam alteracfes nas células sanguineas dos peixes
resultando em perdas na aquicultura (DORUCU; GIRGIN, 2001). Estes
imunossupressores, em longo prazo, podem causar efeitos deletérios em muitos
sistemas fisiolégicos dos peixes, como também potentes efeitos sobre o ambiente
aguatico (NAYAK et al., 2004).

Alguns sinais fisicos, tais como perda de apetite, alteracbes comportamentais,
hemorragia, pigmentacdo abdominal e diminuicAo da motilidade podem ser
indicadores de doencgas nos animais (RANZANI-PAIVA et al., 2005).

De acordo com Stoskopf (1993 apud BARCELLOS et al, 2003), a

hematologia e a avaliagdo bioquimica do soro podem ser (teis para o diagndéstico de
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patologias de peixes e para monitorizar o estado de saude. No entanto, estas
técnicas tém sido mal usadas porque os valores normais e seus intervalos de
confianca para as diferentes espécies ainda estéo indefinidos.

Em muitos ecossistemas, animais e plantas sdo expostos a muitos poluentes
simultaneamente, por isso a dificuldade na interpretacdo dos dados (BERNARDI et
al., 2008). Segundo Saravana Bhavan e Geraldine (2000 apud PIMPAO, 2006) a
exposicao de organismos aquaticos, mesmo em concentracfes muito baixas de
pesticidas, resulta em alteracdes bioquimicas, fisiologicas e histologicas em tecidos
vitais.

Parametros hematoldgicos sdo cada vez mais usados como indicadores de
estresses fisioldgicos resultantes de alteracbes enddgenas ou exdégenas em peixes
(LERMEN et al., 2004). Sendo assim, a avaliacao dos parametros sanguineos pode
ser util para monitorar o estado fisiolégico dos peixes e para os diagnosticos de
patologias de peixes (DORUCU; GIRGIN, 2001; BARCELLOS et al., 2003;
BORGES, 2005; RANZANI-PAIVA et al., 2005) avaliando as condicfes de saude
destes animais (RANZANI-PAIVA et al., 2005).

Uma vez que uma substancia quimica entra em um organismo, diversas
respostas fisiolégicas, hematoldgicas e bioquimicas ocorrem as quais podem se
adaptar ou conduzir para a toxicidade (BEGUM, 2004; BORGES, 2005, 2007). As
caracteristicas bioquimicas estdo entre os mais importantes parametros do meio
interno dos peixes. As mudancas no perfil bioquimico refletem mudancas no
metabolismo e em processos celulares do organismo, resultantes dos efeitos de
varios poluentes, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas
substancias (BEGUM, 2004; BORGES, 2005).

Assim, a analise sanguinea pode revelar disfungcbes agudas ou crénicas,
atribuiveis a nutricdo, qualidade da agua, presenca de toxinas e doencas, entre
outros fatores (BORGES, 2005). Em geral, na intoxicacdo aguda ocorre mortalidade
em massa dos peixes (PIMPAO, 2006). As alteracdes das atividades das enzimas

lactato desidrogenase (LDH), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e
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glutamato piruvato transaminase (GPT) tém sido usadas para demonstrar o dano
tecidual em peixes (BORGES, 2005). No entanto, a poluicdo é um processo muitas
vezes cronico, aparentemente sem danos visiveis, podendo causar varios efeitos
subletais (PIMPAO, 2006).

O organismo animal responde a estimulos por meio do sistema nervoso
central e organiza a defesa biologica, Haschek e Rousseaux (1996 apud
MATAQUEIRO, 2006) relataram que muitas vezes na tentativa de se defender do
estresse provocado por um xenobidtico, a ceélula acaba se prejudicando,
respondendo a injuria celular de modo reversivel (reparacdo) ou letal. A morte
celular ocorre por mecanismos de necrose ou apoptose. Na injuria aguda reversivel,
as ceélulas apresentam-se hipertrofiadas, com sinais de esteatose, podendo
apresentar também alteracdes na permeabilidade da membrana. Alguns dos efeitos
mais importantes sao alteracbes nos componentes estruturais da membrana celular,
tais como inibicdo de certas enzimas microssomais; interferéncia na biossintese ou
no metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos e alteracGes na integridade do
DNA, resultando em mutacfes e interferéncia na regulacdo do crescimento da
célula. O mecanismo da leséo inicial no nivel molecular é conhecido em alguns
casos (BERNARDI et al., 2008).

SANCHO et al. (2000 apud MATAQUEIRO, 2006) relataram que a presenca
de poluentes no ambiente em concentracdes subletais pode ocasionar em peixes
alteracdes nos parametros bioquimicos com o objetivo de manter a homeostase ou
atuar nas funcdes sensoriais e inibicdo da atividade enzimatica, alterando o padréo
de comportamento dos animais.

Em carpa (Labeo rohita), exposicdes as concentracdes subletais de
cipermetrina produziram alteragBes bioguimicas, enzimaticas e nos parametros
hematolégicos (BASANTA KUMAR; SUBHAS, 2003).

Poluentes podem induzir varias respostas bioldgicas em peixes, afetando os
organismos em niveis bioquimicos até niveis populacionais. Durante os ultimos vinte

anos, uma grande massa de dados de biomonitorizagdo tem sido acumulada a fim
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de avaliar se as respostas do nivel mais baixo poderiam ser utilizadas como
indicadores para determinar o efeito toxico dos xenobiéticos (MAYON et al., 2006).

Ainda existem poucas ferramentas disponiveis a pesquisadores e produtores
de peixes para avaliar as doencas. Muitas das técnicas usadas para o uso clinico em
mamiferos ndo foram desenvolvidas para serem usadas em peixes (BORGES,
2005). Mesmo assim, alguns métodos rotineiros para exames hematolégicos na
determinacao de valores sanguineos em mamiferos tém sido utilizados com sucesso
para peixes (TAVARES-DIAS et al., 2002a).

Porém, alguns parametros adotados em mamiferos ndo sdo adequados
gquando empregados em peixes. Um exemplo disto é a contagem diferencial de
neutrofilos imaturos (mielécitos, metamieldcitos e neutréfilos bastonetes), que nao
apresenta valor prognéstico em peixes. Pois, a observacdo de células jovens na
corrente circulatdria de peixes, quando em baixa intensidade, ndo esta relacionada a
alteracdes patologicas (SATAKE et al., 2009).

Apesar de alguns métodos para exames hematoldgicos em mamiferos serem
usados para peixes, uma excecao se refere a contagem total de leucdcitos. O
primeiro método para contagem total de leucécitos e eritrocitos nucleados foi
proposto por Warthin em 1907, para passaros. Mais tarde, diferentes métodos foram
recomendados para a contagem total de leucdcitos em peixes com o uso de
hemocitdmetro. No entanto, o método de Shaw (1930) desenvolvido para sangue de
aves, foi amplamente usado por pesquisadores. Outro método de sucesso usado
para contagem total de leucécitos em aves foi o proposto por Natt e Herrick (1952), o
qgual tem sido testado em diferentes teledsteos, também usado para eritrocitos
nucleados e trombdcitos. Em 1973, Blaxhall e Daisley adaptaram o método para
contagem total de leucocitos em peixes. Métodos diretos para quantificar os
leucdcitos totais em peixes geralmente usam diluentes com substancias que
mancham as células, permitindo sua contagem no hemocitbmetro (TAVARES-DIAS

et al., 2002a).
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A técnica de colheita de sangue atua como fonte de variacdo de resultados no
eritrograma, principalmente no hematdcrito e na concentracdo de hemoglobina e no
leucograma tais diferencas referem-se ao tipo e uso de anticoagulantes, o uso ou
nao de anestésicos, a forma de obtencdo de sangue, o tempo decorrido entre a
colheita sanguinea e as andlises e outros fatores. Portanto, quando se pretende
determinar valores hematologicos basais todos esses fatores devem ser levados em
consideracéo e padronizados (PIMPAO, 2006).

Emersdo e manuseio do peixe para venipuncdo ou cardiocentese podem
influenciar significativamente o hemograma, aumentando o hematdcrito em até 25%.
A magnitude desse efeito esta diretamente relacionada ao manuseio e ao tempo de
analise. O manuseio de peixes por periodo muito curto (20s) resulta na liberacdo de
catecolaminas, que tende a provocar hemoconcentracao e tumefacdo das hemacias.
Portanto existe aumento do valor do hematdcrito, mas a concentracdo de
hemoglobina permanece inalterada, acarretando menor concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (THRALL et al., 2007b).

A amostra de sangue de peixes pode ser coletada da veia ou da artéria
vertebral caudal. A venipuncdo desses vasos pode ser com ou sem sedacao ou
anestesia. O acesso aos vasos pode ser ventral ou lateral (THRALL et al., 2007b).

O sangue destinado aos exames hematoldgicos deve ser coletado em frascos
com heparina ou com 4&cido etilenodiamino tetracetico (EDTA), como
anticoagulantes. Dentre as desvantagens do uso da heparina estdo a tendéncia a
agregacado de leucdcitos e trombdcitos e a cor azul da extensdo sanguinea corada
com corantes do tipo Romanowsky. Caso a amostra de sangue contenha pequeno
coagulo, a heparina n&o evita a progressao da coagulagéo (quando iniciada). Dentre
as desvantagens do EDTA estd a hemdlise em amostras de algumas espécies de
peixes. Também pode ocorrer hemolise quando se induz anestesia ou sedac¢do com
tricaina, mas a manutencdo da amostra de sangue a 25°C e a preparacao imediata

da extensdo sanguinea pode minimiza-la (THRALL et al., 2007b).
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No peixe de agua doce tambaqui (Colossoma macropomum) o hematocrito e
a concentracdo de hemoglobina do sangue heparinizado sdo maiores se
comparados ao sangue colhido com acido etilenodiamino tetracético (EDTA 10%),
para um mesmo animal (PIMPAQ, 2006).

A contagem total de hemacias de peixes pode ser obtida por técnicas de
contagem manual, como hemocitbmetro ou por contador eletrénico de células. Ha
trés métodos de contagem manual para contagem total de hemacias de sangue de
peixes: sistema Unopette para hemacias, método Natt-Herrick e método de Dacie
modificado (THRALL et al., 2007hb).

E possivel calcular os indices de hemécias (volume corpuscular médio)
[VCM], concentracbes de hemoglobina corpuscular média [CHCM] e hemoglobina
celular média [HCM] aplicando-se formulas especificas. Entretanto, a determinacao
eletrbnica direta do VCM parece ser mais sensivel e confidvel na deteccdo de
anormalidades no tamanho das heméacias de peixe que o calculo do VCM pela
férmula (THRALL et al., 2007b).

Um método direto para contagem total de leucécitos envolve a preparacao de
uma diluicdo 1:200 com solucao Natt-Herrick, ou a adicdo de 20 pyL de sangue em 4
ml da solucdo Natt-Herrick. A vantagem desse método é o fato de também se obter
a contagem de heméacias e de trombdcitos utilizando o mesmo hemocitdmetro
preenchido com a amostra. Uma desvantagem € a dificuldade na diferenciacéo entre
trombdcitos e pequenos linfécitos. Embora sejam empregados varios métodos para
determinar a concentracdo de hemoglobina no sangue de peixes, o método da
cianometemoglobina oferece resultados mais confiaveis. Assim como ocorre na
dosagem de hemoglobina de aves e repteis, esse exame requer a centrifugacdo da
mistura de sangue com cianometemoglobina para remover os nucleos de hemacias

livres antes da leitura da densidade 6ptica (THRALL et al., 2007a).
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6.1 ANALISES HEMATOLOGICAS

Segundo Tavares-Dias et al. (2002b), jundia (Rhamdia quelen) jovens
estudados em suas pesquisas apresentaram valores de eritrocitos superiores do que
jundias adultos de ambos os sexos, assim como para o bagre americano e africano.

Peixe com anemia regenerativa costuma apresentar maior quantidade de
hemacias imaturas e heméacias policromaticas na extensdo sanguinea. Peixes
anémicos com discreto ou nenhum grau de policromasia tem anemia nao
regenerativa. Anemia normocitica e normocrémica é associada a estresse ambiental
e a aumento da densidade populacional. Anemia microcitica hipocrémica com
intenso grau de pecilocitose (eritrocitos anormais) foi relatada em trutas (Salmo
gairdneri) cuja dieta contendo levedura provocou leséo eritrocitaria oxidativa. Anemia
associada a presenca de hemacias com nucleos picnéticos, eritroplastideos
(hemécias sem nucleos) e fragmentacdo de hemacias foi associada a condi¢cdes que
interferem na remocéao esplénica de hemacias senescentes da circulacao periférica.
Nucleos de hemacias anormais (amitose, segmentacdo e fragmentacao), bem como
formacdo de eritroplastideos, podem estar relacionados a distarbios nutricionais,
como deficiéncia de acido félico ou de vitamina E e a intoxicacdo por 6leos ran¢osos
e poluentes ambientais (THRALL et al., 2007b).

Em peixes, a anemia hemolitica € causada por toxinas (bacterianas ou
ambientais), infeccBes virais, algumas deficiéncias nutricionais e hemoparasitas. A
intoxicacdo de peixes por nitrito resulta em grave anemia hemolitica (THRALL et al.,
2007Db).

Anisocitose e policromasia discretas a moderadas sdo normais em varias
espécies de peixes (THRALL et al., 2007b).

Como h& eritropoiese no sangue periférico de peixe normal, hemacias
imaturas podem ser vistas em extensfées sanguineas. (THRALL et al., 2007b).

Como os peixes tém hemacias e trombdcitos nucleados, sdo utilizados

métodos de contagem manual (THRALL et al., 2007b). Tem-se usado método de
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contagem direta de eritrécitos e leucocitos em camara ou hemocitbmetro de
Neubauer (BORGES, 2005) e varias solucdes para diluicio e coloracéao.
Geralmente, se emprega o método Natt-Herrick. Os leucécitos tém aparéncia azul e
sua cor € mais escura do que a de hemacias coradas pela técnica de Natt-Herrick.
Pode ser dificil a diferenciacdo entre pequenos linfécitos maduros e trombadcitos
guando a contagem for feita em objetiva de 10x; as células séo identificadas com
maior seguranca em aumentos maiores. A coloracdo em solucdo de Natt-Herrick
durante 60 minutos também pode facilitar a diferenciacao entre linfécitos pequenos e
trombdcitos. A vantagem desse método é a possibilidade de obtencdo da contagem
de hemacias, leucdcitos e trombdcitos em um mesmo hemocitdmetro. Aléem disso, a
técnica pode ser aplicada as amostras de sangue obtidas de qualquer vertebrado
inferior (THRALL et al., 2007b).

O sangue dos peixes teledsteos é formado por eritrocitos, leucécitos e
trombdcitos, sendo que a producao estimada de células sanguineas em um peixe de
120g esta na ordem de 102 células. As espécies mais ativas apresentam maior
namero de eritrécitos, maior concentracdo de hemoglobina, mas menor volume.
Nesses peixes é alta a demanda de oxigénio e o metabolismo (BORGES, 2005).

Em geral, o hematdécrito ou volume globular (VG) de peixes é menor que o de
mamiferos e aves. Ha variacdo no valor do hematdcrito entre as espécies, bem
cOmo numa mesma espécie. Esse parece ser um comportamento normal dos
peixes; em peixes menos ativos, o valor do hematocrito € menor que em peixes
ativos que nadam rapido. Nota-se ainda variacdo do hematdcrito durante o ciclo
biolégico dos peixes, por exemplo, durante a fase pré-desova, o hematécrito de
salmdo do Atlantico (Salmo salar) é maior comparado com seu valor durante o
periodo de desova. ldade, sexo, temperatura da &agua, fotoperiodo e variacdo
sazonal também podem influenciar o VG. Na verdade, a variagdo no valor do VG de
algumas espécies de peixes machos é tdo ampla que sao necessarios dois

intervalos de referéncia (THRALL et al., 2007b).
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Em geral, peixes com VG superior a 45% s&o considerados desidratados,
principalmente quando ha, ao mesmo tempo, aumento da osmolalidade ou do teor
de proteina total no soro sanguineo. Peixe anémico tem VG baixo (<20%); no
entanto, em algumas espécies, como tubardo Port Jackson (Heterodontus
portusjacksoni), o VG normal pode ser de 20%, valor considerado baixo (THRALL et
al., 2007Db).

O hematdcrito também acompanha o aspecto evolutivo do peixe. Menores
valores ocorrem em peixes mais primitivos na escala evolutiva, nos de ambiente
léntico, nos sedentarios e nos bentbnicos. Ja os maiores valores ocorrem em
espécies marinhas ativas (BORGES, 2005).

A determinacao do hematocrito € o procedimento mais utilizado para avaliar a
massa eritrocitaria de peixes. O método do microhematdcrito é usado para obtencéo

do hematdcrito de peixes (THRALL et al., 2007b).

6.1.1 Leucograma

Com a potencialidade econémica da piscicultura existe a clara necessidade
de se entender os leucdcitos de peixes para o conhecimento basico, estudos
fisiol6gicos e filogenéticos e aplicacdo em diagndstico (DAMATTA et al., 2009).

A primeira observacdo sobre inflamacédo em peixes foi realizada por Mesnill
(1895) que relatou a fagocitose de Bacillus anthracis por leucocitos mononucleares
peritoneal de peixes (MARTINS et al., 2006; BOZZO et al., 2007).

Em seguida, Metchinikoff (1905), estudou a fagocitose através da injecédo de
eritrocitos de porquinho da india na cavidade visceral de kinguio (Carassius auratus)
(MARTINS et al., 2006).

Muitos autores tentaram caracterizar as células encontradas em sitios
inflamatorios induzidos por varias substancias irritantes em diversas espécies de
peixes e em diferentes periodos de observacdo. A injecdo intraperitoneal de

querosene em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) induziu acumulacdo de
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neutréfilos e em Yersina ruckeri provocou acumulo de linfocitos (57%) e
polimorfonucleares (43%). Infiltracdo de linfocitos e macréfagos foi observada no
goldfish (Carassius auratus), ap0s uma injecdo intramuscular de silica (2%).
Enquanto que a injecdo de parafina na cavidade peritoneal de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) induziu a infiltracdo apenas de neutréfilos. A injecdo de
carragenina dentro da bexiga natatéria de tildpia do Nilo e pacu (Piaractus
mesopotamicus) induziu a uma acumulacdo predominantemente de trombdcitos,
uma menor quantidade de macréfagos e menor quantidade ainda de granulécitos
(BOZZO et al., 2007).

A caracterizacdo de células que participam no processo inflamatério em
peixes é complexa. Diferentes observacdes ou resultados podem ocorrer devido a
muitas variaveis, comecando pela espécie de peixe utilizada como também a
dificuldade em distinguir os diferentes tipos de células observadas (BOZZO et al.,
2007).

O fator mais importante nas analises hematoldgicas em diferentes espécies
de peixes é identificar as variagdes em tipos, numeros e aparéncias dos leucécitos.
A variacao consideravel nos relatos dos valores de leucécitos de peixes saudaveis,
mesmo dentro de uma espécie, € também particularmente causada pelas diferencas
na metodologia usada como também na interpretacdo dos tipos de células pelo
analisador (PIMPAO et al., 2007).

Até o presente momento, conhece-se muito pouco sobre a origem e o
desenvolvimento de leucdcitos em teledsteos. Outras dificuldades somam-se a
heterogeneidade dos leucécitos, como sugerem estudos morfolégicos e citoquimicos
e ainda dificuldades em se identificar cada tipo de granuldcito somente por coloracao
de rotina (PIMPAO, 2006).

Apesar da primeira observacao do nucleo da célula ter sido feita no sangue de
peixe, devido ao grande numero de espécies de teledsteos, relativamente pouco se
sabe sobre a classificagdo e morfologia dos leucdcitos de peixes. As células

sanguineas de peixes ndo possuem ainda uma classificagdo universal definida,
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apesar de existirem estudos que tentam sistematizar essa classificacdo. Além disso,
a coloracdo de leucdcitos ap6s uso de corantes tradicionais ndo gera
necessariamente células com morfologia idéntica as ja descritas em outras espécies
(DAMATTA et al., 2009).

Existem dificuldades na padronizacdo da nomenclatura, contagem e métodos
para classificar os leucocitos. Constatou-se que a padronizacdo de terminologia é
urgente, visto que ha grande divergéncia, principalmente para granuldcitos. Essa
situacdo dificulta a comparacgéo de resultados entre diferentes autores para a mesma
espécie. Soma-se a esse problema a diversidade de técnicas para a quantificacéo e
identificacdo dos leucdcitos. Técnicas, em geral, utilizam a contagem dos leucécitos
em extensdes sanguineas coradas. Natt e Herrick (1952) consideram os métodos
indiretos imprecisos, pois para sua exatiddo seria necessario que as células
sanguineas estivessem igualmente distribuidas na extensdo sanguinea. Entretanto,
os leucdcitos polimorfonucleares tendem a concentrar-se ao longo da extenséo
sanguinea (BORGES, 2005).

As caracteristicas dos leucadcitos (principalmente dos granulécitos) sdo muito
variaveis entre as espécies de peixe, causando controvérsia e confusdo. A
nomenclatura e a classificacdo dos leucocitos de peixes se baseiam naquelas
empregadas para aves e mamiferos, a partir de esfregacos sanguineos corados com
corantes do tipo Romanowsky. Em algumas espécies, o exame ultra-estrutural das
células, a coloracdo citoquimica diferencial, a imunofluorescéncia e os testes de
funcionalidade de leucécitos de peixes tém auxiliado no esclarecimento de parte
dessas controvérsias (THRALL et al., 2007b).

Estudos ultra-estruturais e citoquimicos permitem a identificacdo de
heterdfilos, basdfilos, linfécitos e monécitos de sangue periférico do catfish
sustentando o uso da terminologia empregada em mamiferos na classificagdo dos
leucécitos. Em geral, no esfregaco de sangue periférico de peixes da classe
Osteichthyes (osteictes ou teledsteos), relatam-se neutréfilos ou heterofilos,

linfécitos e mondcitos. Emprega-se a coloragdo com mieloperoxidase para a
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diferenciacéo entre neutrofilos e heterofilos verdadeiros, pois os neutréfilos se coram
positivamente, enquanto os heterdfilos se mostram negativos a essa técnica de
coloracdo (THRALL et al., 2007b).

E geralmente aceito que os leucocitos de sangue periférico de peixes
mostram caracteristicas morfolégicas distintas as de aves e mamiferos, e
compreendem trombdcitos, linfécitos, granulécitos e monécitos. As diferencas mais
notaveis nos peixes se relacionam com trombdcitos, que sdo nucleados e muito
maiores do que suas contrapartes de mamiferos e de granulécitos, que variam na
aparéncia de seus granulos, a sua proporcao do total de leucécitos e a nomenclatura
utilizada para descrevé-los. A funcéo dos leucécitos de peixes, e ndo simplesmente
a sua morfologia, precisa ser estabelecida antes da terminologia de mamiferos poder
ser empregada. Portanto, diferentes autores tém utilizado uma variedade de testes
citoquimicos para demonstrar substancias especificas e as enzimas dentro da
estrutura celular de leucdcitos dos peixes ou marcadores especificos de membrana
na superficie celular. A maioria desses estudos se concentra em determinadas
espécies e/ou tipos de células especificas. (BURROWS et al., 2001).

Caracterizar os tipos de leucécitos de espécies de peixes € de suma
importancia para o entendimento basico dessas células. Essa informacéo é crucial
para compreender o sistema imunologico e desenvolver tecnologias de diagndstico
(DAMATTA et al., 2009).

Os leucadcitos sdo as células responséaveis pela defesa humoral e celular do
organismo dos peixes, 0s quais utilizam a via sanguinea para realizar o
monitoramento de possiveis infeccbfes e danos teciduais. S&80 compostos por
diferentes linhagens celulares, as quais podem ser diferenciadas morfologicamente
pela presenca ou auséncia de granulacdo, assim como pelas suas caracteristicas
morfoldgicas, tintoriais e citoquimicas (SATAKE et al., 2009).

Dos leucocitos observados, linfécitos, trombdcitos e mondcitos sdo 0s mais
faceis de classificar, baseado na morfologia apds coloragdo com o0s corantes

classicos. No entanto, vale lembrar que linfécitos e mondcitos séo tipos celulares
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gue quando observados por microscopia Optica em extensbes coradas podem ser
confundidos, principalmente quando se tenta diferenciar mondcitos pequenos de
linfocitos grandes. Neste sentido, um estudo basico usando a microscopia eletronica
de transmissdo e a cultura de células é importante para ajudar na classificacao
dessas células. E facil discriminar linfocitos de mondcitos na analise ultra-estrutural.
Essa caracterizacdo deve ser realizada para determinar com precisdo esses tipos
celulares (DAMATTA et al., 2009).

Em peixes teledsteos € comum a ocorréncia de leucdcitos em diferentes fases
de maturacdo no sangue periférico. Esta caracteristica dificulta a diferenciacéo
destas células durante a contagem relativa, bem como na identificacdo das
alteracdes morfologicas em peixes morbidos. Entre as caracteristicas utilizadas pelo
patologista clinico para avaliar o estagio de maturacdo dos leucdcitos estdo o
tamanho da célula, o aspecto da cromatina nuclear, a caracteristica dos granulos e a
coloracao citoplasmatica (SATAKE et al., 2009).

Entre os leucécitos, os linfocitos ocorrem em maior percentual na circulacéo
dos peixes (BORGES, 2005), geralmente, representam o tipo leucocitario mais
abundante em esfregaco de sangue periférico também correspondendo a mais de
60% da contagem diferencial de leucocitos (THRALL et al.,, 2007b). Durante a
contagem diferencial dos leucocitos € comum a observacdo de linfocitos com
tamanhos distintos (BORGES, 2005).

Os linfocitos desempenham importante funcdo na imunidade celular e humoral
de peixes. Portanto, linfocitose indica estimulacao imunogénica, enquanto linfopenia
sugere condicBfes imunossupressoras, como estresse o0ou excesso de
glicocorticosterbdides exégenos. Septicemia bacteriana, comum em peixes, resulta
em leucopenia e linfopenia intensa, como ocorre nos tubardes (THRALL et al.,
2007Db).

O aumento na contagem de granuldcitos indica resposta inflamatéria

(THRALL et al., 2007b). Apesar dos linfocitos de peixes participarem de processos
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inflamatorios, a funcdo dessas células nesses animais nao esta bem esclarecida e o
estudo da sua composicédo quimica podera auxiliar (PIMPAQ, 2006).

Neutrofilos de peixes que apresentam granulos citoplasmaticos arredondados
distintos em esfregacos sanguineos corados com Romanowsky frequentemente séao
descritos na literatura como heterofilos (THRALL et al., 2007b).

Neutrofilos e heterdfilos de peixes também participam de respostas
inflamatorias, principalmente aquelas que envolvem microorganismos infecciosos.
Nem sempre séo fagociticos e pouco se sabe a respeito de tal funcao, inclusive dos
mecanismos de morte intracelular e digestdo dos microorganismos fagocitados.
Como as funcbes dos granulocitos de peixe ndo sdo conhecidas, € apropriado
considera-las como semelhantes aquelas dos granulécitos de vertebrados
superiores. Portanto, pode ser dificil interpretar alteracdes além daquelas detectadas
na contagem de granulécitos do sangue periférico. Contudo, pode-se fazer ampla
generalizacdo até que os resultados de estudos adicionais indiquem as funcdes
especificas e as respostas dessas células frente as enfermidades. Muitas vezes,
neutrofilia ou heterofilia relativa estd associada a linfopenia, sugerindo uma resposta
de estresse em peixes (THRALL et al., 2007b).

Neutrofilia € a resposta mais comum as infeccdes em peixes. Os neutrofilos
de truta arco-iris (O. mykiss) sdo os leucdécitos de maior atividade migratoria a
exemplo do que ocorre em mamiferos. Os neutréfilos podem aderir as células
endoteliais e migrar para o foco inflamatério atraidos por quimiotaxinas (PIMPAO,
2006).

A ocorréncia de alteracdes toxicas em neutréfilos pode estar relacionada a
liberacdo de neutrofilos imaturos para a circulacdo, isso ocorre quando estas células
sdo produzidas de forma acelerada pelos 6rgaos leucopoiéticos atuando como parte
da resposta inflamatdria a infeccdo instalada. Segundo Smith (2000 apude SATAKE
et al., 2009), as alteracOes toxicas visualizadas em neutréfilos sdo em sua maioria

observadas no citoplasma. Entre estas alteracbes estdo incluidas a basofilia e
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vacuolizacdo citoplasmaticas, granulacéo toxica, presenca de corpusculos de Ddhle
e neutrofilos gigantes (SATAKE et al., 2009).

Ha pequena quantidade de mondcitos (<5%, na contagem diferencial de
leucdcitos) no sangue periférico de peixes normais. Ocasionalmente eles podem ser
detectados em esfregacos sanguineos. Portanto, monocitose em peixes sugere
resposta inflamatdria, provavelmente associada a microorganismo infeccioso
(THRALL et al., 2007b).

Os mondcitos de peixes sd@o células fagociticas ativas que participam das
respostas inflamatérias agudas. Sdo semelhantes aos mondcitos de aves e
mamiferos (THRALL et al., 2007b).

Resultados de exames ultra-estruturais indicam que os mondcitos de todas as
espécies de peixe sdo semelhantes aos de outros vertebrados. O termo
monaocito/macrofago é muito utilizado para classificar os monécitos de peixes,
porque essas células sdo semelhantes as formas de transicdo de mondcito para
macrofago, observados em esfregacos de sangue periférico. Entretanto, o termo
monaocito é reservado as células no sangue periférico e o termo macrofago se refere
as células encontradas fora da corrente sanguinea. Os mondcitos de peixes podem
ser diferenciados de granulécitos e de linfécitos imaturos pela reacdo esterase
positiva inespecifica apresentada pelos mondécitos (THRALL et al., 2007b).

Os macréfagos possuem morfologia variavel e sdo mais ativos que 0s
monocitos dos quais derivam. Assim, em alguns tecidos de mamiferos os
macrofagos estimulados adquirem o aspecto de células gigantes policariontes
(PIMPAO, 2006).

A contagem total de trombdcitos pode ser obtida no mesmo hemocitbmetro
utilizado para contagem de heméacias ou leucécitos (método de Natt-Herrick). No
hemocitdbmetro, os trombdcitos sdo parecidos com as hemacias, mas muito
menores, arredondados a ovais, com propor¢do nucleo citoplasma maior que a das
hemacias. Todos os quadrados do grande quadrado central da camara de

Neubauer, em ambos os lados, sdo contados. Calcula-se o niUmero médio de
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trombocitos em um quadrado grande do hemocitdmetro, multiplicado por 2.000 para
se obter a contagem total de trombdcitos por microlitro. Entretanto, como o0s
trombdcitos tendem a se agregar, podem ser dificeis contagens confiaveis (THRALL
et al., 2007b).

Segundo Tavares-dias et al. (2002b), trombdcitos e linfocitos foram as células
de defesa organica mais frequentes nas extensfes sanguineas e apresentam
correlacéo negativa entre si.

Os trombdcitos de peixes também possuem fundamental importancia na
defesa organica e na hemostasia. Estas células podem desempenhar funcéo
fagocitica, além da sua habilidade de migrar para o foco inflamatério (SATAKE et al.,
2009).

Os eosindfilos, geralmente, estdo ausentes no sangue periférico dos peixes
(BORGES, 2005; THRALL et al., 2007b). Esses granuldcitos ndo foram observados
no sangue circulante de truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss), na circulacdo e em
orgados hematopoiéticos de solha (Pleuronectes platessa). (BORGES, 2005). Ha
relato de eosindfilos em goldfish, esturjdo branco e catfish (THRALL et al., 2007b).

Raramente ha relatos de eosindfilos em esfregaco sanguineo de osteictes,
eles aparecem com baixa frequéncia (BORGES, 2005; THRALL et al., 2007b),
representando 0 a 3%, na contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico
de peixes normais. Alguns pesquisadores duvidam de sua existéncia em algumas
espécies de peixe (THRALL et al., 2007b).

Os eosinofilos de peixes participam da resposta inflamatéria juntamente com
neutroéfilos (heterdéfilos) e macrofagos e parecem ter capacidade fagocitica limitada.
Em peixes, os eosindfilos aparentemente estdo implicados no controle de infec¢des
por metazoarios. Além disso, eles participam de respostas imunes a estimulagéo
antigénica. Portanto, o aumento da populacdo de eosindfilos no sangue periférico de
peixe sugere uma resposta inflamatoria associada a infeccdo parasitaria ou

estimulacdo antigénica (THRALL et al., 2007b).
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Basdfilos sdo raros no sangue periférico de osteictes. Foram relatados
apenas em algumas espécies (THRALL et al., 2007b).

Martins et al. (2004) e Velisek et al. (2007) ao expor tilapia (Oreochromis
niloticus) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), respectivamente, a estimulos
unicos e consecutivos de estresse e deltametrina puderam observar um aumento
significativo (p<0,05) nos valores de hematdcrito dos peixes que sofreram estresse
em comparacao com o grupo controle. J& Borges (2007) ao expor jundia (Rhamdia
qguelen) a cipermetrina e Velisek et al. (2007) observaram um aumento nos niveis da
hemoglobina dos animais intoxicados em relagéo ao grupo controle.

Tavares-Dias et al. (2001), Das e Mukherjee (2003) e Martins et al. (2004) ao
intoxicarem diferentes espécies de peixes com diferentes pesticidas, notaram um
aumento significativo na contagem total de leucdcitos, enquanto que Doérici e Girgin
(2001) e Velisek et al. (2006) encontraram uma diminuicdo dos valores de leucdcitos

em relacdo ao grupo controle.

6.2 ANALISES BIOQUIMICAS

O exame do perfil bioguimico sanguineo nao faz parte da avaliacéo clinica de
rotina de peixes. Os testes de rotina empregados para avaliacdo do perfil bioquimico
sanguineo de mamiferos parecem Uteis ao estudo hematologico de peixes, todavia,
a interpretacéo dos resultados torna-se dificil (GALEB, 2010).

Atualmente, pouca informacéo a respeito da avaliacdo laboratorial da funcéo
hepatica de peixes esta disponivel. A atividade plasmatica das enzimas hepaticas,
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) podem se
elevar em doenca hepatocelular grave em algumas espécies de peixe (GALEB,
2010).

O figado é o 6rgédo de maior importancia no metabolismo de drogas, uma vez
que as células do parénquima hepatico especializaram-se, ao longo da evolugéo, na

remogdo das substancias recém absorvidas da corrente sanguinea, para
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biotransforma-las e, posteriormente, lancar os produtos de biotransformacdo na
circulacdo e consequentemente elimina-las do organismo (RODRIGUES, 2003;
FLORIO; SOUZA, 2006).

As funcdes do figado em varios processos incluem participacdo no
metabolismo de carboidratos, de lipideos e de proteinas, na desintoxicacdo e
excrecdo de catabolitos e de outras substancias e na sintese de varios fatores de
coagulacédo. Devido a importante funcdo do figado nesses e em outros processos,
suas alteracdes patologicas podem ocasionar varias mudancas nos resultados de
testes bioquimicos do soro sanguineo (GALEB, 2010).

Como doenca hepética (hepatocitos lesionados e/ou colestase) inclui-se
hipéxia, doencas metabdlicas, intoxicacdo, inflamacdo, neoplasia, traumatismo
mecanico e obstrucdo de ducto biliar extra ou intrahepatica. E identificada pela
incapacidade de remover do sangue as substancias comumente excretadas pelo
figado. O figado tem grande capacidade de reserva e deve ocorrer perda de 70 a
80% da massa hepatica funcional antes que se instale insuficiéncia hepatica

(GALEB, 2010).

6.2.1 Alanina Aminotransferase (ALT)

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima de extravasamento que esta
livre no citoplasma. A maior concentracdo de ALT estd nos hepatdcitos. Qualquer
enfermidade que cause lesdo de hepatdcitos, desde lesdo da membrana até
necrose, pode determinar aumento da atividade sérica de ALT. Hipoxia, alteracdes
metabdlicas, toxinas bacterianas, inflamacado, neoplasia hepatica, medicamentos e
substancias quimicas téxicas podem causar lesdo de hepatécitos e,
consequentemente, extravasamento de ALT, aumentando o nivel destas na
circulacdo sanguinea. Em lesdo aguda, € provavel que a atividade sérica de ALT
seja proporcional a quantidade de células lesadas, porém, a magnitude da atividade

de ALT nao indica a causa ou o tipo da lesdo de hepatécitos (por exemplo: leséo
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subletal, necrose). A atividade sérica de ALT aumenta aproximadamente 12 horas
apos a lesédo hepéatica e também pode aumentar durante a fase de recuperacdo da

leséo hepatica, quando ha regeneracao ativa de hepatdécitos (THRALL et al., 2007).

6.2.2 Aspartato Aminotransferase (AST)

Presente em maior concentracdo nos hepatocitos e nas células musculares
esqueléticas e cardiacas de todas as espécies. A AST ndo é uma enzima
hepatoespecifica. E uma enzima de extravasamento, parte dela é observada livre no
citoplasma dos hepatécitos e sua maior concentracdo estd nas membranas das
mitocondrias. O aumento da atividade sérica de AST pode ser causado por necrose

e lesdo subletal de hepatdcitos e de células musculares (GALEB, 2010).

6.2.3 Fosfatase Alcalina (FA)

Fosfatase alcalina € uma enzima de inducéo sintetizada no figado, nos
osteoblastos, nos epitélios intestinal e renal. Porém, os hepatdcitos respondem pela
maior parte da atividade sérica normal de FA. O aumento de FA em concentracfes
séricas pode ocorrer em casos de maior atividade osteoblastica, colestase, inducéo
por drogas e varias doencas crénicas. O aumento de pressdo no lumen de ductos
biliares induz o aumento na producdo de FA pelos hepatécitos e, possivelmente,
pelas células epiteliais desse ducto. Além disso, o sequestro de bile no sistema biliar
causa solubilizacdo de moléculas de FA aderidas a membrana celular e, em
seguida, aumento da liberacdo dessas moléculas no sangue (THRALL et al., 2007).
A reducdo nos niveis de FA pode estar relacionada com a destruicdo da membrana

celular dos hepatdcitos demonstrando insulto toxico (GALEB, 2010).

6.2.4 Gama Glutamiltransferase (GGT)

Lesdo hepéatica aguda pode provocar aumento imediato da atividade sérica de

GGT, possivelmente devido a liberagdo de fragmentos de membrana que contém
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GGT. Ela é considerada uma enzima de inducédo e é sintetizada por quase todos os
tecidos corporais, com maior concentracdo no pancreas e nos rins. Além disso, esta
presente em baixa concentracdo nos hepatdécitos, no epitélio de ductos biliares e na
mucosa intestinal. A maior parte da GGT sérica é oriunda do figado (THRALL et al.,

2007; GALEB, 2010).

6.2.5 Albumina

Geralmente, ndo se observa hipoalbuminemia até que ocorra perda de 60 a
80% da funcdo hepatica. No entanto, parece haver algumas diferencas entre as
espécies em relacdo a ocorréncia de hipoalbuminemia em doenca hepatica
(THRALL et al., 2007, GALEB, 2010).

Nayak et al., (2004) relataram uma reducdo nos valores de albumina e
globulina em carpa (Labeo rohita) apds intoxicagdo com permetrina (piretroide). Em
contra partida, Velisek et al., (2007) relataram um aumento significativo (p<0,05) nos
valores de albumina de truta arco-iris apds exposicao a deltametrina. Velisek et al.,
(2006) também observaram este aumento ao expor truta arco-iris em cipermetrina
em concentracdo de 3,14 ug/L. Galeb (2010) ndo observou alteracédo significativa
nos valores de albumina entre os grupos de jundids expostos a deltametrina e o
grupo controle.

Borges (2007), Velisek et al. (2007) e Galeb (2010) ao intoxicarem jundia com
cipermetrina e truta arco-iris e jundia com deltametrina, observaram uma diminuicao
nos valores de ALT dos grupos intoxicados em comparacdo com o grupo controle,
enquanto que David et al. (2004) e Begum (2005) relataram uma diminuicdo nos
valores de ALT.

David (2004) testou a cipermetrina em carpa (Cyprinus carpio), Begum (2005)
a cipermetrina em bagre (Clarias batrachus), Borges (2007) e Velisek et al. (2007),

relataram um aumento significativo da AST nos grupos intoxicados em relacdo ao
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grupo controle. Em contra partida, Galeb (2010) relatou uma diminui¢cdo nos valores
de AST.

Das e Mukherjee (2003), Velisek et al. (2006) e Galeb (2010) ao intoxicarem
carpa (Labeo rohita) com cipermetrina, truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) com
cipermetrina e jundia (Rhamdia quelen) com deltametrina, relataram uma diminuicao
nos valores de fosfatase alcalina (FA) nos animais intoxicados em relacédo ao grupo
controle, enquanto que Borges (2007) e Saha e Kaviraj (2009), estes quando
testaram a cipermetrina em catfish (Heteropneustes fossilis), relataram um aumento

nos valores de FA em relacéo ao grupo controle.
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7 JUNDIA

O jundid (Rhamdia quelen) é um peixe teledsteo (BORGES, 2005).
Recentemente, Silfvergrip (1996) realizou uma ampla revisdo taxonémica do género,
baseado em caracteres da morfologia interna e concluiu que o género Rhamdia é
formado de apenas 11 espécies dentre 100 anteriormente descritas (GOMES et al.,
2000). Rhamdia quelen pertence a seguinte divisdo taxondmica: Classe:
Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia: Heptapteridae,
Subfamilia Heptarinae, Género: Rhamdia, Espécie: quelen (GOMES et al., 2000;
BORGES, 2005, 2007; PAMPLONA, 2009).

Além de ser formado por 11 espécies, o género Rhamdia apresenta 49
sinonimias (GOMES et al., 2000; TAVARES-DIAS et al., 2002b) e ainda 10 nomes
populares como: jundid, jundia-tinga, jandia, jandia-tinga, mandi, bagre, entre outros
(GOMES et al., 2000).

Facilmente encontrado na América do Sul e Central, ao leste dos Andes e
entre a Venezuela (BARCELLOS et al., 2003, GOMIERO et al., 2007) e desde o
centro da Argentina até o sul do México, cujo cultivo estd aumentando no sul do
Brasil (GOMES et al., 2000; TAVARES-DIAS et al., 2002b; PAMPLONA, 2009). Tem
distribuicdo neotropical (GOMES et al., 2000; PAMPLONA, 2009), muito encontrado
em rios do interior do Rio Grande do Sul (BORGES, 2005).

Por ser uma espécie nativa da América do Sul, resiste bem ao frio do inverno
e cresce rapidamente no verdo (BARCELLOS et al., 2003; BORGES, 2005), sendo
assim, uma espécie aceitavel para sistemas de producédo em regifes da parte sul da
America do Sul devido a féacil adaptacdo ao clima temperado e subtropical
(BORGES, 2005).

A coloracdo do jundia varia de marrom-avermelhado claro a cinza ardosia
(GOMES et al., 2000) podendo ser desde o cinza-esverdeado escuro no dorso até a
coloracdo esbranquicada no ventre (BORGES, 2005). A pigmentacdo da parte

inferior da cabeca é variavel. Os barbilh6es tém crescimento alométrico negativo e
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esta relacdo é provavelmente aumentada devido a grande possibilidade de dano dos
barbilhndes em exemplares grandes (GOMES et al., 2000). O corpo do jundia é
revestido por couro, apresentando uma longa nadadeira adiposa. Estes animais
possuem a estrutura bucal de tamanho grande, sem dentes e com trés pares de
barbilhdes sensitivos do lado externo (BORGES, 2005).

E considerada uma espécie euritérmica (GOMES et al., 2000; BORGES,
2005; PAMPLONA, 2009), resistindo a grandes oscilacdes de temperatura, embora o
ideal térmico situe-se entre 22-28°C. Suporta niveis baixos de oxigénio na agua
(BORGES, 2005). Os alevinos aclimatados suportam temperaturas de 15 a 34 °C. A
aclimatacdo a temperaturas mais baixas proporcionam uma maior tolerancia a
reducdo de temperatura, mas o limite superior de tolerancia praticamente ndo se
altera (GOMES et al., 2000).

Os adultos da espécie sdo onivoros no ambiente natural (GOMES et al., 2000;
GOMIERO et al., 2007; PAMPLONA, 2009) sendo um bagre bentdnico especulador
de substrato (GOMIERO et al., 2007), alimenta-se de insetos terrestres e aquaticos,
crustaceos, restos vegetais, detritos organicos além de peixes como os lambaris e
0s guarus (GOMES et al., 2000; GOMIERO et al., 2007; PAMPLONA, 2009). Séo
generalistas no que diz respeito a escolha do alimento. Essa caracteristica contribui
para sua adaptacdo ao alimento artificial, e assim, para sua domesticacao
(PAMPLONA, 2009). O habito alimentar dos alevinos € onivoro com tendéncia a
piscivoro (BORGES, 2005). Figado bovino cru e pdé de levedura Saccharomyces
cerevisae apresentam-se como alimentos viaveis para serem usados durante a
primeira fase larval de R. quelen. (GOMES et al., 2000; BORGES, 2005) além de
lecitina de soja (BORGES, 2005).

Vivem em lagos e rios (GOMES et al., 2000; GOMIERO et al., 2007; PARRA
et al., 2008; PAMPLONA, 2009) e preferem ambientes mais calmos e profundos dos
rlos com seixos grandes, com troncos submersos, com fundo de areia e lama

(GOMES et al., 2007; PAMPLONA, 2009) junto as margens e vegetacdo. Escondem-
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se entre pedras, de onde saem a procura de alimento (GOMES et al., 2000). Este
bagre tem habitos noturnos (GOMIERO et al., 2009).

Alevinos de R. quelen suportam a transferéncia de agua de 0%o. a 10%o. (agua
do mar), o que indica que essa espécie € estenoalina (GOMES et al., 2000) e
suporta até 9,0 g/L de sal comum (cloreto de sédio - NaCl) (GOMES et al., 2000;
BORGES, 2005) por 96 horas, de modo que o tratamento de doencas com sal
comum pode ser utilizado nesta espécie. Experimentos de Marchioro (1997)
demonstraram que os alevinos também suportaram uma variacao de pH na faixa de
4,0 a 8,5 (dureza de 30,0 mg/L carbonato de calcio - CaCOg3), mas estudos
adicionais realizados pelos autores em laboratorio indicam que a tolerancia dessa
espécie em pH alcalino pode ser maior (até pH 9,5) (GOMES et al., 2000). O melhor
crescimento das larvas dessa espécie foi observado na faixa de pH de 8,0 a 8,5
(GOMES et al., 2000; BORGES, 2005).

O crescimento de alevinos é rapido, jA que atingem aproximadamente 5 cm
de comprimento padrdo com 30 dias de idade em sistemas artificiais. O crescimento
de alevinos foi significativamente maior em exemplares expostos a escuriddo que
nos expostos continuamente a luz ou ao fotoperiodo normal. Os exemplares
submetidos continuamente a luz ou ao fotoperiodo normal apresentaram nadadeiras

danificadas, provavelmente devido a luta entre eles (GOMES et al., 2000).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O amplo uso dos piretréides, tanto em domicilios como em indulstrias e
atividades agropecuarias, representa atualmente um potente fator causador de
impacto ambiental e de salde publica, os quais podem intensificar-se cada vez mais,
ja que o uso destes pesticidas estd aumentando a cada dia.

Os residuos destes pesticidas utilizados alcangcam ambientes aquaticos com
certa facilidade, tendo como consequéncia a exposi¢cao de organismos aquaticos, 0s
guais sdo extremamente sensiveis aos efeitos toxicos destas substancias.

Quando os organismos aquaticos sdo expostos a xenobiodticos, ocorrem
alteracdes enddgenas nestes animais, como: disfuncdo hepatica, uma vez que o
figado € o 6rgdo de maior importancia no metabolismo destas substancias alterando
niveis de enzimas bioquimicas; alteracbes comportamentais, jA que os piretroides
atuam sobre o neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC), o &cido
gama amino butirico (GABA), causando hiperexcitabilidade nestes animais; além
disso, o potente efeito estressante que os pesticidas causam sobre 0s organismos
aguaticos levando estes a apresentarem alteraces hematoldgicas; por fim, também

podem causar danos na fase reprodutiva de peixes.
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RESUMO- A cipermetrina € um inseticida amplamente utilizado atualmente e que
apresenta alta toxicidade para os peixes. O presente estudo teve o objetivo de
determinar a concentracdo letal e subletal da cipermetrina por via hidrica em 96
horas em jundia (Rhamdia quelen). Para isso foram utilizados 120 jundias com peso
meédio de 59,58 + 4,50g e comprimento médio de 20,33 + 2,34cm. As concentracfes
utilizadas foram 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg de cipermetrina
por litro de agua (mg/L). Os peixes foram expostos ao produto dentro de aquarios
com capacidade para 30 litros. Em cada aquério foram colocados quatro peixes e
cada tratamento teve trés repeticdes, totalizando doze peixes por tratamento e 120
peixes no experimento todo (n=120). Os jundids apresentaram-se sensiveis a
cipermetrina nas concentracdes testadas, apresentando sinais de intoxicacdo como
perda de equilibrio, alteracdo na natacao, dispnéia mantendo a boca e os opérculos
abertos, nados verticais e movimentos subitos de natacdo em forma de espiral. A
intensidade destes sinais variou proporcionalmente a concentragdo utilizada. As
concentracbes acima de 3,0 mg/L foram consideradas letais para a espécie em 96
horas, pois todos os animais expostos a concentracdes entre 3,0 e 20,0 mg/L vieram
a Obito, enquanto que as concentragfes entre 1,0 e 2,5 mg/L sdo subletais. A CLsg
96 horas da cipermetrina para o jundia foi 1,71 mg/L. Conclui-se que mesmo que o
jundid se mostrou mais resistente a cipermetrina em comparacdo com outras
espécies, a cipermetrina é téxica para o R. quelen.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Piretroides. Pesticidas. Intoxicagdo aguda. Peixes.
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ABSTRACT- The cypermethrin is insecticide widely used nowadays and which is
highly toxic to fish. This study aimed to determine the concentration lethal and
sublethal effects of cypermethrin by water in 96 hours (rhamdia quelen). For this
were used 120 catfishes, weighing an average of 59.58 + 4.50 grams and measuring
on average 20.33 £ 2.34 cm. The concentrations used were 0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,
5.0, 10.0, 15.0 and 20.0 mg of cypermethrin per liter of water (mg/L). The fish were
exposed to the product in tanks with a capacity of 30 liters. Were placed in each
aquarium and four fish each treatment had three replications, resulting in twelve fish
per treatment and 120 fish in all experiments (n = 120). Fishes were also susceptible
to cypermethrin in concentrations, showing signs of intoxication such as loss of
balance, change in swimming, dyspnea, keeping the operculum and mouth open,
still-vertical and sudden movements of swimming in a spiral. The intensity of these
signals varied proportionally to the concentration used. Concentrations above 3.0
mg/liter were considered lethal for the species in 96 hours, because all animals
exposed to concentrations between 3.0 and 20.0 mg/liter came to death, while
concentrations between 1.0 and 2.5 mg/liter are sublethal. The 96 hours LCso of
cypermethrin for silver catfish was 1,71 mg/L. It is concluded that even if the catfish
was more resistent to cypermethrin compared with other species, cypermethrin is
toxic to R. quelen.

Keywords: Ecotoxicology. Pyrethroids. Pesticides. Acute intoxication. Fish.
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1 INTRODUCAO

No ambito da América Latina, o Brasil desponta como o0 maior consumidor de
agrotoxicos, com um consumo estimado em 50% da quantidade comercializada
nesta regido (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; PIMPAO, 2006, SANTOS et al., 2007).
No Brasil, a producao atual de agrotéxicos € de 250 mil toneladas por ano, fato que
contribui para a classificacdo do pais como o 8° maior consumidor de praguicidas no
mundo (JOBIM et al., 2010). O uso de praguicidas no Brasil alcangcou no ano de
2005, o patamar de producdo e comercializacdo de, aproximadamente, 400 mil
toneladas, considerado na época o 3° maior consumidor de agrotoxicos em nivel
mundial (SANTOS et al., 2007). No Brasil, os estados do Espirito Santo, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo
e Tocantins, sdo responsaveis pelo consumo de 70% do total utilizado no pais. Na
regido sudeste, o0 consumo de agrotoxicos € estimado em 12 Kg de agrotéxico por
trabalhador ao ano, valor que pode ser superior dependendo da area produtiva
(RODRIGUES, 2007).

A intensificacdo do cultivo de peixe, que no Brasil tem sido desenvolvido nos
altimos anos com uma taxa de crescimento de 30% ao ano, representa um desafio
para a saude desses animais (RANZANI-PAIVA et al., 2005). Muitas doencas que
acometem o0s peixes causam anormalidades no sangue e em seus constituintes
(SATAKE et al., 2009). Os peixes sao também afetados por alteracées ambientais
(DORUCU; GIRGIN, 2001) as quais podem afetar o seu crescimento e a sua
sobrevivéncia (RANZANI-PAIVA et al., 2005), como o uso de compostos quimicos,
0s quais podem ser potencialmente imunossupressores e estao sendo introduzidos
na rotina de culturas aquaticas no intuito de eliminar ectoparasitas, insetos e ervas
daninhas (NAYAK et al., 2004).

Os impactos da contaminacdo por agrotoxicos em peixes € nos
macroinvertebrados variam de acordo com os tipos de substancias empregadas,

com a sua toxicidade e com a estabilidade nos ambientes aquaticos (ARIAS et al.,
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2007). Os valores das concentracdes subletais podem ser influenciados também por
outros fatores, incluindo linhagem do animal, idade, sexo, bem como outros
parametros ambientais, como temperatura, dureza da agua e pH (BERNARDI et al.,
2008). Os efeitos dos agrotoxicos em peixes podem variar desde letalidade macica
de populacdes a diversos efeitos subletais, afetando toda a estrutura da comunidade
(ARIAS et al., 2007).

O jundid (Rhamdia quelen) é um peixe tele6steo (BORGES, 2005).
Recentemente, Silfvergrip (1996) realizou uma ampla revisdo taxonémica do género,
baseado em caracteres da morfologia interna e concluiu que o género Rhamdia é
formado de apenas onze espécies dentre cem anteriormente descritas (GOMES et
al., 2000). Rhamdia quelen pertence a Classe: Osteichthyes, Série: Teleostei,
Ordem: Siluriformes, Familia: Heptapteridae, Subfamilia Heptarinae, Género:
Rhamdia, Espécie: quelen (GOMES et al., 2000; BORGES, 2005; BORGES, 2007;
PAMPLONA, 2009).

A cipermetrina, um piretréide amplamente utilizado como pesticida terrestre e
aguatico atua sobre o funcionamento do sistema nervoso central através dos canais
ibnicos nas células nervosas, provocando hiperatividade e subsequente falta de
controle das funcées normais (BORGES, 2005). E um tipo de piretroide categorizado
como um pesticida de uso restrito pela United States Environmental Protection
Angency (USEPA) devido a alta toxicidade aos peixes (SAHA; KAVIRAJ, 2009).

Assim como os piretréides em geral, a cipermetrina é praticamente néo toxica
para mamiferos e passaros, mas € altamente toxica para peixes e invertebrados
aguaticos. O principal motivo disto € devido a metabolizacdo e eliminacdo destes
compostos serem significantemente mais lentos em peixes do que em mamiferos e
passaros (YILMAZ et al., 2004; BEGUM, 2005).

Os testes de toxicidade aquatica fornecem informagbes sobre o perigo
potencial dos efeitos de uma substancia téxica aos organismos aquaticos, tais como
letalidade, carcinogénese, mutagénese, teratogénese, desordens comportamentais,

efeitos fisioldgicos cumulativos, antagbnicos e sinérgicos (RODRIGUES, 2007).
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Tanto nos testes agudos como nos crénicos uma quantidade conhecida de
organismos é exposta ao agente estressante por periodos conhecidos de tempo e,
posteriormente, os efeitos sdo avaliados quanto a sobrevivéncia ou mortalidade dos
organismos, bem como efeitos comportamentais, morfolégicos e fisiologicos
(MASSARO, 2006).

Diversos estudos em laboratorios tém sido realizados, os quais evidenciam
que a cipermetrina € extremamente tOxica para peixes mesmo em concentracdes
muito baixas variando entre 0,4 e 2,2 ug/L em 96 horas para algumas espécies. Isto
€ explicado devido a dificuldade dos peixes em degradar e metabolizar os piretroides
(DAVID et al., 2004).

O amplo estudo toxicologico de diversas substancias faz-se necessario, pois
sdo lancadas no mercado mais de mil novas substancias quimicas sintéticas a cada
ano, a maioria sem nenhuma avaliacdo adequada sob o ponto de vista da sua
interacdo nos ecossistemas (BERNARDI et al.,, 2008). Sendo assim, o presente
estudo teve o objetivo de determinar a concentracdo letal e subletal 96 horas da

cipermetrina em jundia (Rhamdia quelen).
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2 MATERIAL E METODOS

A espécie escolhida foi o Rhamdia quelen, um peixe fluvial nativo da regiédo
sul do Brasil, vulgarmente conhecido como jundia. Os ensaios experimentais foram
realizados no Laboratério de Piscicultura e Pesquisa (LAPEP) do Setor de
Piscicultura do Patronato Santo Antdnio da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (PUCPR). O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica com Uso de
Animais - CEUA/PUCPR (protocolo niumero 439).

O produto comercial Cypermade 250 SC (principio ativo cipermetrina) testado
foi doado pela empresa ADD Atlanta que também foi responsavel pelos efluentes
gerados.

Os peixes foram capturados dos tanques e aclimatados por quinze dias em
aguarios-estoques de mil (1.000) litros devidamente higienizados. A temperatura da
agua foi mantida em torno de 24 a 25 °C, com aeragao constante, pH em torno de
7,0 e filtracdo bioldgica. Os peixes foram alimentados com racdo comercial uma (1)
vez ao dia e a cada trés (3) dias foi renovada um ter¢co da agua do tanque de
aclimatacao.

Antes do inicio do experimento propriamente dito, foram preparados aquarios
de 30 litros de agua, com temperatura entre 24 a 25 °C, aerac¢ao constante e pH em
torno de 7,0. Os aquarios permaneceram envoltos por sacos plasticos pretos durante
as 96 horas para evitar a fotodegradacao do piretrdide e o estresse dos animais por
luminosidade.

Os peixes foram medidos e pesados individualmente, os quais apresentaram
em média 59,58 + 4,509 e 20,33 += 2,34cm de peso e comprimento total,
respectivamente.

As concentracdes de cipermetrina utilizadas por via hidrica para o
experimento foram: 0; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 5; 10; 15 e 20 mg/L, as quais foram dispostas
nos aquarios aleatoriamente conforme sorteio, em sistema estatico. Foram

distribuidos quatro peixes em cada aquario e cada tratamento teve trés repeticdes,
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totalizando 120 animais (n=120). O experimento foi realizado em 96 horas, sendo
que, durante este periodo os animais ndo receberam alimentacao.

Durante o experimento, os peixes mortos foram retirados dos aquarios. A
mortalidade foi analisada as 24, 48, 72 e 96 horas apds exposicao.

Para a determinacdo da concentracdo subletal (CLsg) 0s calculos foram
realizados através do software tablecurve 2D, versdo 5.01. Para analise estatistica
dos dados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguida por teste de Dunn's para as
comparacdes entre os grupos, utilizando o software estatistico Graphpad Prism
versao 3.00 for Windows, San Diego — California, EUA. O nivel de significancia

adotado foi 5% (a<0,05).
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3 RESULTADOS

Os animais do grupo controle permaneceram saudaveis durante todo o
experimento, sendo que nenhuma mortalidade foi registrada nesse grupo.

Os peixes expostos a cipermetrina apresentaram perda de equilibrio,
alteracdo na natacdo, dispnéia mantendo a boca e os opérculos abertos, nados
verticais e movimentos subitos de natacdo em forma de espiral, sendo que essas
alteracOes se intensificaram proporcionalmente com o aumento das concentracdes
utilizadas. Os peixes expostos as concentracdes 2,5; 3; 5; 10; 15 e 20 mg/L tentaram
saltar para fora dos aquarios no momento da exposi¢cdo. Os sinais iniciaram nos
primeiros 30 minutos apds a exposi¢cdo e perduraram em alguns animais até o fim
das 96 horas. Alguns animais nédo resistiram, vindo a 6bito, conforme a Tabela 1.

Antes do 6bito os peixes ficaram menos ativos, permanecendo verticalmente
na agua e, as vezes, imoveis no fundo do aquario.

As alteracdes post-mortem observadas nos animais expostos a cipermetrina
nas concentracdes 10, 15 e 20 mg/L foram: perda da pigmentacdo parcial e as
vezes total da superficie corpérea, lesdes hiperémicas e ulceradas com pontos
hemorragicos em diversos pontos do corpo do animal e erosdao de barbilhdes e

cauda com aspecto degenerativo.

TABELA 1 - NUMERO DE ANIMAIS SOBREVIVENTES A EXPOSICAO A CIPERMETRINA

TOTAL DE ANIMAIS POR TRATAMENTO (n=12)

TRATAMENTO 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Controle 12 12 12 12
1,0 mg/L 12 09 09 09
1,5 mg/L 09 06 06 05
2,0 mg/L 09 06 06 04
2,5 mg/L 09 05 05 04
3,0 mg/L 06 00 00 00
5,0 mg/L 03 00 00 00
10,0 mg/L 04 01 00 00
15,0 mg/L 00 00 00 00
20,0 mg/L 00 00 00 00

NOTA: As concentracbes 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg/L podem ser consideradas subletais e as
concentrac6es 3,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg/L, letais.
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De acordo com os resultados obtidos, apresentados na Tabela 1, pode-se
observar que concentragcbes acima de 3,0 mg/L de cipermetrina podem ser
consideradas letais para os jundias (Rhamdia quelen), pois todos os peixes foram a
Obito até 48 horas apos a exposicdo. E concentracdes entre 1,0 e 2,5 mg/L podem
ser consideradas subletais, visto que 0s animais apresentaram uma mortalidade em
torno de 50% durante as 96 horas de experimento. A ClLsy 96 horas encontrada

neste experimento foi 1,71 mg/L de cipermetrina.
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4 DISCUSSAO

Na busca em avaliar possiveis alteracbes nos organismos expostos a
diferentes compostos quimicos considerados toxicos, tanto a mortalidade parcial
como a mortalidade total e as alteracbes comportamentais como alteracdes internas
no organismo devem ser consideradas.

As principais alteracbes comportamentais observadas no presente estudo
foram relacionadas a disturbios neurologicos e respiratérios, alteracdes estas que
corroboram com os achados dos autores Polat et al. (2002), Yilmaz et al. (2004)
guando testaram a cipermetrina em guppies (Poecilia reticulata); Borges (2005) e
Borges (2007) quando testaram a cipermetrina em jundia (Rhamdia quelen) e Kumar
et al. (2007) que em seus estudos, ao exporem Channa punctatus a cipermetrina,
também relataram estas alteracdes. Ainda Viran et al. (2003), Tramujas et al. (2006)
e Galeb (2010) testaram a deltametrina em guppies (Poecilia reticulata), peixe-zebra
(Danio rerio) e jundia (Rhamdia quelen), respectivamente, e também observaram
alteracdes neuroldgicas e respiratérias.

Baser et al. (2003) e Selvi et al. (2008) também citaram as alteracdes
neuroldgicas e respiratdérias em seus estudos quando testaram a permetrina e a
ciflutrina, respectivamente, em guppy (Poecilia reticulata).

Ranzani-Paiva et al. (1997) ao expor curimbata (Prochilodus scrofa) ao
dipterex 500 (Trichlorfon) relatou as mesmas alteracdes encontradas no presente
estudo.

Essas alteracbes podem ocorrer em decorréncia aos efeitos toxicos que a
cipermetrina exerce nos vertebrados. Esse piretrdide exerce um efeito significativo
sobre os canais de sédio dos filamentos nervosos, bloqueando a sua abertura e
fechamento, ou seja, encurtando a fase despolarizante, prolongando o tempo de
entrada dos fons de Na* para o interior da célula e atrasando o seu encerramento
(BORGES, 2005; BRADBERRY et al., 2005; VELISEK et al., 2006; BORGES, 2007;
SANTOS et al.,, 2007 e VELISEK et al.,, 2007). Além disso, interagem com o0s



92

receptores GABA (neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central) nos
filamentos nervosos (BORGES, 2005; BRADBERRY et al., 2005; VELISEK et al.,
2006; BORGES, 2007; VELISEK et al., 2007).

Ranzani-Paiva et al. (1997), ao intoxicar curimbata (Prochilodus scrofa) com
organofosforados e Galeb (2010) ao intoxicar jundia (Rhamdia quelen) com
deltametrina, observaram que o0s animais mudaram de pigmentacdo corporea,
apresentaram coloracdo esbranquicada, pontos hemorragicos e lesdes ulceradas em
todo o corpo. Este resultado também foi observado no presente estudo, sendo mais
perceptivel nas alteracbes post-mortem, o que demonstra o efeito irritante da
cipermetrina sobre 0s organismos aquaticos.

O presente estudo revelou que a cipermetrina dissolvida em agua é um
inseticida téxico para o Rhamdia quelen, sendo que as concentracdes de 3,0; 5,0;
10; 15 e 20 mg/L de cipermetrina podem ser consideradas letais e as concentracdes
de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg/L, subletais. A CLsp 96 horas da cipermetrina para o jundia
€ de 1,71 mg/L.

Diversos estudos em laboratorios tém sido realizados, os quais evidenciaram
gue a cipermetrina é extremamente toxica para peixes em concentracfes muito
baixas variando entre 0,4 e 2,2 ug/L em 96 horas (DAVID et al., 2004). Conforme
Stephenson (1982 apud DAS; MUKHERJEE, 2003) e Bradbury e Coats (1989 apud
YILMAZ et al., 2004) a concentracdo da cipermetrina, responsavel pela morte de
metade da polulacdo de carpa (Cyprinus carpio) foi entre 0,9 e 1,1 pg/L; para truta
marrom (Salmo trutta) foi 1,2 pg/L e para tilapia (Tilapia nil6tica) 2,2 ug/L. Bradbury e
Coats (1989 apud YILMAZ et al., 2004) cita ainda, 0,5 pg/L para truta arco-iris
(Salmo gairdneri) e 0,4 pg/L para rudd (Scardinius erythropthalmus).

A concentragdo subletal da cipermetrina para carpa (Labeo rohita) foi 0,139
ppm; e para gyppy (Lebistes reticulatus) 0,021 ppm (DAS; MUKHERJEE, 2003;
BORGES, 2005).

Segundo Borges (2005) e Borges (2007), a concentracdo subletal da

cipermetrina para o jundia (Rhamdia quelen) apés 24, 48, 72, 96 horas foram 0,295;



93

0,265; 0,198 e 0,193 ppm, respectivamente. Singh e Singh (2008) identificaram a
concentracdo subletal para o catfish (Heteropneustes fossilis) como 0,1 ppm. Polat
et al. (2002) relataram em guppy (Poecilia reticulata) a concentracdo de 21,4 pg/L de
cipermetrina.

No catfish (Heteropneustes fossilis) a concentracdo de 0,96 ug/L é capaz de
causar 50% de mortalidade dentro de 24 horas (SAHA; KAVIRAJ, 2009). O valor da
concentracdo subletal de cipermetrina 24 horas foi 20,0 pug/L para Barbus choloensis
e 4,50 ug/L para carpa (YILMAZ et al., 2004).

Baser et al. (2003) relataram a concentracdo subletal de cipermetrina em
guppies sendo 5,7 pg/L. Stephenson (1983) determinou a concentracéo subletal de
cipermetrina para as seguintes espécies: 2,8 ug/L para truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e 0,93 pg/L para vairdo vermelho (Pimephales promelas) (YILMAZ et al.,
2004).

Segundo Basanta e Subhas (2003), a cipermetrina causou a morte de 10%
das carpas da espécie Labeo rohita em uma concentracédo de 0,10 ppm em 48 horas
e 100% de mortalidade na concentracdo de 0,20 ppm em 72 horas. As andlises
mostraram que as concentracdes subletais em 24, 48, 72 e 96 horas foram 0,225;
0,162; 0,149 e 0,139 ppm, respectivamente.

O valor da concentracdo subletal da cipermetrina para guppy (Lebistes
retuculatus) foi determinado como 21,35 pg/L (CALISKAN et al., 2003). Carpa
(Cyprinus capio) vieram a o6bito apos 15 horas de exposicdo a cipermetrina em
concentracédo de 0,02 ppm. (DORUCU; GIRGIN, 2001). A concentragido subletal da
cipermetrina em truta arco iris (Salmo gairdneri) foi de 8,2 ug/L e em peixe-lua (Mola
mola), 1,8 ug/L (POLAT et al., 2002).

Smith e Stratton (1986 apud POLAT et al., 2002) tém computado a
concentracdo subletal em pg/L da cipermetrina em peixes das seguintes espécies
salméo do atlantico (Salmo solar) 96 horas: 2,0; para truta arco-iris (Salmo gairdneri)
96 horas: 6,0; para peixe mosquito (Gambusia affinis) 24 horas: 9,0 e 48 horas: 8,0;

para pupfish (Cyprinodon macularius) 24 horas: 10,0 e 48 horas: 6,0.
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A concentracdo subletal da cipermetrina foi 9,43 pg/L (8,24 a 11,20) para
guppy (Poecilia reticulate) (YILMAZ et al., 2004).

Em Channa punctatus em concentracdes de 0,1 e 0,2 mg/L de cipermetrina
ndo houve mortes no periodo de 96 horas de exposicdo. No entanto, as
concentracdes de 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg/L o percentual de mortalidade foi 25, 50, 75
e 100% respectivamente. Sendo assim, a concentracdo subletal da cipermetrina
para este peixe foi 0,4 mg/L e a concentracao letal 0,6 mg/L. Para o periodo de 96
horas, os valores da concentracdo subletal de cipermetrina em diferentes espécies
de peixes foram relatados, sendo 2 e 6 pg/L para truta (Salmo salar) e truta arco-iris
(Salmo gairdneri), respectivamente (SMITH e STRATON (1986 apud KUMAR et al.,
2007).

Galeb (2010) ao testar a deltametrina em jundia (Rhamdia quelen), relatou a
concentracdo subletal entre 1 e 1,5 mg/L e concentracao letal acima de 1,7 mg/L.

Borges (2005) ao testar a cipermetrina no jundia relatou valores das
concentracdes subletais menores do que os encontrados no presente estudo. Esta
diferenca pode estar relacionada ao sexo e tamanho dos animais, pois Borges
utilizou animais machos com pesos e medidas maiores aos utilizados neste estudo.
Ainda pode estar relacionado & propria toxicidade da formulacdo do principio ativo
testado e ao tempo de aclimatacdo menor que no presente estudo, considerado fator
estressante aos animais.

A diferenca entre concentracfes testadas em diversas espécies pode estar
relacionada a linhagem do animal, idade, sexo, bem como outros parametros
ambientais, como temperatura, dureza da agua, pH ou relacionados a toxicidade dos
compostos quimicos testados, os quais sao fatores que podem interfirir nos valores
de concentracbes letais e subletais (BERNARDI et al.,, 2008). Isto pode ter
contribuido com o presente estudo, onde o jundia se apresentou mais resistente do
gue outras espécies quando expostos aos piretrdides, uma vez que todas as
concentragcbes testadas pelos autores supracitados sdao menores do que as

concentracdes utilizadas no presente estudo.
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5 CONCLUSAO

As concentracfes de cipermetrina acima de 3 mg/L podem ser consideradas
letais para o jundia (Rhamdia quelen) ja que todos os animais vieram a 0Obito apos a
exposicao. Concentracdes entre 1 e 2,5 mg/L podem ser consideradas subletais
devido a mortalidade parcial do jundia no presente estudo. A CLsg 96 horas da
cipermetrina para o jundia € de 1,71 mg/L.

Em comparacdo com outras espécies, o jundia (Rhandia quelen) apresentou-

se relativamente mais resistente a exposicao a cipermetrina.
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EFEITOS CLINICOS, BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS EM
JUNDIAS (Rhamdia quelen) EXPOSTOS A CIPERMETRINA

(Clinical, biochemical and hematological effects in catfish (Rhamdia quelen) exposed

to cypermethrin)
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RESUMO- A cipermetrina € um pesticida classificado como piretroide e é
considerada altamente toxica para peixes. Devido a lipofilicidade deste piretréide,
grande parte deste produto € absorvido pelas branquias dos peixes, 0s quais
acabam sofrendo fortes efeitos toxicos dos pesticidas. O presente estudo teve o
objetivo de avaliar a intoxicacdo aguda da cipermetrina em Jundia (Rhamdia quelen),
com énfase nos efeitos clinicos, bioguimicos e hematoldgicos. Para isso, jundias
pesando em média 56,67 + 4,43 g e com comprimento médio de 18,92 + 1,16 cm
foram expostos a cipermetrina por via hidrica por 96 horas com concentracdes
subletais do pesticida para a espécie. Foram utilizados 52 peixes (n=52), divididos
em trés grupos expostos a cipermetrina por 96 horas nas seguintes concentracées: 0
(n=12); 1,5 (n=20) e 2,5 (n=20) mg/L. Em cada aquério foram colocados 4 peixes. O
grupo controle teve trés repeticdes e as demais concentracfes, 5 repeticdes cada.
Os dados foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn's
para comparacdo entre as meédias. Nos animais que sofreram a intoxicagdo foi
possivel observar alteracdes comportamentais em diferentes intensidades, sendo
mais intensos em concentragdes mais altas de cipermetrina. As principais alteragdes
foram: perda de equilibrio, alteracdo na natacéo, dispnéia mantendo a boca e os
opérculos abertos, nados verticais e movimentos subitos de natacdo em forma de
espiral. No final das 96 horas, foi realizada a coleta do sangue para analises
hematolégicas e bioquimicas. As analises realizadas foram: hemograma completo,
proteina plasmatica, albumina, Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato
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Aminotransferase (AST), Gama Glutamiltransferase (GGT) e Fosfatase Alcalina
(FA). Houve alteracdo nos valores de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina,
contagem total de leucadcitos, trombacitos, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransfesar (AST) e fosfatase alcalina (FA) entre 0s grupos expostos a
cipermetrina em diferentes concentracdes. Os resultados mostram que a
contaminacdo ambiental pela cipermetrina pode causar altera¢des na fisiologia e até
mesmo a morte desses animais, sendo este inseticida toxico para a espécie
estudada.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Peixes. Piretroides. Hemograma. Biomarcadores.
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ABSTRACT- The cypermethrin is a pyrethroids pesticide classified and is considered
highly toxic to fish. Due to the lipophilicity of pyrethroids, much of the product is
absorbed through the gills of fish, which end up experiencing severe toxic effects of
pesticides. This study aimed to evaluate the acute toxicity of cypermethrin in jundia
(Rhamdia quelen), with emphasis on clinical, biochemical and hematological
parameters. For this, silver catfish juveniles weighing an average of 56.67 + 4.43 g
and measuring 18.92 £ 1.16 cm were exposed to cypermethrin by water in 96 hours
with sublethal concentrations of the pesticide for the species. Were used 52 fish (n =
52) divided into three groups exposed to cypermethrin for 96 hours at the following
concentrations: 0 (n = 12), 1.5 (n = 20) and 2.5 (n = 20) mg/L. Were placed in each
aquarium fish 4. The control group had three replicates and the other concentrations,
5 replicates. Data were analyzed by Kruskal-Wallis followed by Dunn's test for
comparison between means. In animals that had suffered the poisoning was possible
to observe behavioral changes at different intensities, being more intense with higher
concentrations of cypermethrin. The effects in fish were loss of equilibrium, abnormal
swimming, dyspnea, keeping the operculum and mouth open, still-vertical and
sudden movements of swimming in a spiral. At the end of 96 hours, was performed to
collect blood for hematological and biochemical analysis. Analyses were performed:
complete blood count, plasma protein, albumin, alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT) and alkaline
phosphatase (ALP). The erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, total leukocyte count,
thrombocytes, alanine aminotransferase (ALT), aminotransfesar aspartate (AST) and
alkaline phosphatase (ALP) showed significantly altered in the groups exposed to
cypermethrin in the control group. The results show that environmental contamination
by cypermethrin can cause changes in physiology and even death of these animals,
which is toxic insecticide for the species studied.

Keywords: Ecotoxicology. Fish. Pyrethroids. Haematological analysis. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Os testes agudos s&o definidos como os efeitos severos sofridos pelos
organismos decorrentes de um curto periodo de exposicdo a xenobioticos. A
finalidade destes testes é determinar a concentracdo de uma substancia-teste
(produtos quimicos ou efluentes) que produz efeitos deletérios em um grupo de
organismos-teste sob condi¢cdes controladas (RODRIGUES, 2007). Esses testes
medem os efeitos dos agentes tdxicos sobre as espécies durante uma curta fase da
vida e frequentemente avaliam a sobrevivéncia apds um periodo de 24 a 96 horas
de exposicdo (JARDIM, 2004). Os efeitos observados védo desde a letalidade até
qualquer outra manifestacdo do organismo que a anteceda (JARDIM, 2004,
MASSARO, 2006; RODRIGUES, 2007; BERNARDI et al., 2008).

Uma vez que uma substancia quimica entra em um organismo, diversas
respostas fisiolégicas, hematologicas e bioquimicas ocorrem as quais podem se
adaptar ou conduzir para a toxicidade (BEGUM, 2004; BORGES, 2005, 2007). As
caracteristicas bioquimicas estdo entre os mais importantes parametros do meio
interno dos peixes. As mudancas no perfil bioquimico refletem mudancas no
metabolismo e em processos celulares do organismo, resultantes dos efeitos de
varios poluentes, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas
substancias (BEGUM, 2004; BORGES, 2005).

Parametros hematolégicos sdo cada vez mais usados como indicadores de
estresses fisioldgicos resultantes de alteracbes enddgenas ou exdgenas em peixes
(LERMEN et al., 2004). Sendo assim, a avaliacdo dos parametros sanguineos pode
ser util para monitorar o estado fisiolégico, para os diagnésticos de patologias e de
intoxicacdo dos peixes (DORUCU; GIRGIN, 2001; BARCELLOS et al., 2003;
BORGES, 2005; RANZANI-PAIVA et al., 2005, PIMPAO et al., 2007; GALEB, 2010).

Assim, a analise sanguinea pode revelar disfun¢gées agudas ou cronicas,
atribuiveis a nutricdo, qualidade da agua, presenca de toxinas e doencas, entre

outros fatores (BORGES, 2005). Em geral, na intoxicacdo aguda ocorre mortalidade
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em massa dos peixes (PIMPAO, 2006). As alteracdes das atividades das enzimas
lactato desidrogenase (LDH), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e
glutamato piruvato transaminase (GPT) tém sido usadas para demonstrar o dano
tecidual em peixes (BORGES, 2005). No entanto, a poluicdo é um processo muitas
vezes cronico, aparentemente sem danos visiveis, podendo causar varios efeitos
subletais (PIMPAO, 2006).

Sabe-se que doencas, poluicbes e a presenca de produtos quimicos
provenientes de atividades agricolas nas aguas causam alteracdes nas células
sanguineas dos peixes resultando em perdas na aquicultura (DORUCU; GIRGIN,
2001).

Cipermetrina, um piretroide pesticida sintético potente e de amplo espectro é
usado amplamente no controle do verme do algodao, Heliothis armigera (DAVID et
al.,, 2004), usada também no tratamento de |& de ovelhas, tratamento de
salmonideos para piolhos aquaticos (MOORE; WARING, 2001; JAENSSON et al.,
2007), é frequentemente utilizado na agricultura no controle de pestes domésticas e
industrial (TRIPATHI; SINGH, 2004; JAENSSON et al., 2007; SINGH; SINGH, 2008).
Também para o controle dos ectoparasitas que infestam bovinos, ovinos, aves e
alguns animais de companhia (VELISEK et al., 2006).

Recentemente, o composto foi usado como um agente quimioterapéutico de
controle de ectoparasitas e infestacdes por piolhos do mar (Lepeophtheirus salmonis
e Caligus elongatus) na cultura em gaiolas marinhas de salméo do Atlantico (Salmo
salar) (VELISEK et al., 2006) e também em muitos corpos aquaticos para o controle
de pragas, insetos e ectoparasitas como piolhos (BASANTA KUMAR; SUBHAS,
2003; TRIPATHI; SINGH, 2004; YILMAZ et al., 2004; BORGES, 2005; JAENSSON
et al.,, 2007; SINGH; SINGH, 2008) podendo causar toxicidade subcrénicas e
cronicas sérias para os peixes (BASER et al., 2003; CALISKAN et al., 2003). Por
esse motivo, uma atencdo especial é necesséaria nesses programas de controle de
vetores em ambientes aquaticos (POLAT et al., 2002; BASER et al., 2003; VIRAN et
al., 2003; CALISKAN et al., 2003; CENGIZ; UNLU, 2006).
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A cipermetrina € um pesticida de uso restrito pela United States
Environmental Protection Agency (USEPA) devido a sua alta toxicidade aos peixes
(SAHA; KAVIRAJ, 2009). Na india a cipermetrina é usada em uma grande variedade
de culturas e muitos corpos de agua contendo culturas de peixes (BEGUM, 2004,
SAHA; KAVIRAJ, 2009).

Vale ressaltar que a cipermetrina, assim como 0s piretroides em geral, é
praticamente ndo toxica para mamiferos e passaros, mas é altamente toxica para
peixes e invertebrados aquaticos. O principal motivo disto é devido a metabolizacéo
e eliminacdo destes compostos serem significantemente mais lentos em peixes do
gue em mamiferos e passaros (YILMAZ et al., 2004; BEGUM, 2005).

O jundid (Rhamdia quelen) é um peixe teledsteo (BORGES, A., 2005)
facilmente encontrado na América do Sul e Central, ao leste dos Andes e entre a
Venezuela (BARCELLOS et al., 2003, GOMIERO et al., 2007) e desde o centro da
Argentina até o sul do México, cujo cultivo esta aumentando no sul do Brasil
(GOMES et al.,, 2000; TAVARES-DIAS et al.,, 2002; PAMPLONA, 2009). Tem
distribuicdo neotropical (GOMES et al., 2000; PAMPLONA, 2009), muito encontrado
em rios do interior do Rio Grande do Sul (BORGES, 2005).

Por ser uma espécie nativa da América do Sul, resiste bem ao frio do inverno
e cresce rapidamente no verdo (BARCELLOS et al., 2003; BORGES, 2005), sendo
assim, uma espécie aceitavel para sistemas de producédo em regifes da parte sul da
America do Sul devido a facil adaptacdo ao clima temperado e subtropical
(BORGES, 2005).

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos clinicos, bioguimicos e

hematolégicos no jundia (Rhamdia quelen) expostos a cipermetrina por 96 horas.
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2 MATERIAL E METODOS

A espécie escolhida foi o Rhamdia quelen, um peixe fluvial nativo da regiédo
sul do Brasil, vulgarmente conhecido como jundia. Os animais foram produzidos no
Setor de Piscicultura do Patronato Santo Antonio da Pontificia Universidade Catolica
do Parana (PUCPR) e o experimento foi realizado no Laboratério de Piscicultura e
Pesquisa (LAPEP/PUCPR). O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica com
Uso de Animais - CEUA/PUCPR (protocolo numero 439).

Os peixes foram capturados em tanques e aclimatados por quinze dias em
aguarios-estoques de mil litros. A temperatura da agua foi mantida em torno de 24 a
25 °C, com aerac¢ao constante, filtro bioldgico, pH em torno de 7,0 e periodos de 12
horas - claro e escuro. Os peixes foram alimentados com racdo comercial uma vez
ao dia e a cada trés (3) dias foi renovado um terco da agua de aclimatacéo.

No dia da intoxicacdo, os peixes foram pesados e medidos individualmente,
apresentando em meédia 56,67 = 4,43g e 18,92 + 1,16cm de peso e comprimento
total, respectivamente

No experimento os peixes foram mantidos em aquarios de 30 litros com as
mesmas condicfes de aclimatacdo, porém sem alimentacéo e biofiltro. Os aquérios
permaneceram envoltos por sacos plasticos pretos durante as 96 horas do
experimento para evitar a fotodegradacao do piretréide e o estresse dos animais por
luminosidade.

Os peixes (n=52) foram divididos aleatériamente em trés grupos expostos a
cipermetrina nas seguintes concentracdes subletais determinadas anteriormente no
mesmo laboratério: 0; 1,5 e 2,5 mg/L. Em cada aquério foram colocados quatro
peixes. O grupo com 0 mg/L teve trés repeticdes (n=12), porém os outros dois
grupos (1,5 e 2,5 mg/L de cipermetrina) tiveram cinco repeti¢cdes cada (n=20). Para a
intoxicacao foi utilizado o produto comercial Cypermade 250 SC (cipermetrina) em

sistema estatico.
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Durante as 96 horas de experimento, os peixes mortos foram retirados dos
aquérios e as lesbes post-mortem foram observadas. Durante este periodo foram
observadas as altera¢cdes comportamentais e 0s sinais clinicos dos peixes.

Apo6s 96 horas de exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina na
concentracdo de 60 mg/L para efetuar a coleta de sangue com seringas lavadas com
EDTA 3% por meio de punc¢éo da veia caudal para as seguintes analises: numero total
de eritrocitos, numero total e diferenciacéo de leucdcitos, nUmero total de trombdcitos,
hematocrito, hemoglobina, proteina plasmatica, albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT) e fosfatase
alcalina (FA).

As extensfes sanguineas foram coradas pelo método de Rosenfeld (1947)
para o diferencial leucocitario, avaliacdo morfolégica, visualizacdo de agregados
trombociticos e pesquisa de hemoparasitas. As contagens de eritrécitos, leucocitos e
trombdcitos foram determinadas manualmente com cémara de Neubauer em
microscopio Optico apds diluigao 1:200 do sangue em corante Natt/Herrick’s (1952).
O hematocrito foi determinado em centrifuga de microhematdcrito (SISLAB/MH)
operada a 11.000 rpm por 5 minutos e a proteina plasmatica total por meio de
refratdmetro (KERNCO - 0S1270). O contetudo de hemoglobina, expressa em g/dL,
foi determinado espectrofotometricamente (Fanem - Excelsa Baby Il - mod. 206-R)
usando a reacao de cianometahemoglobina ap6s centrifugacdo a 3500 rpm por 5
minutos.

Os seguintes testes bioquimicos foram realizados por espectrofotometria (Drake
- mod. Quick lab/ Siel - mod. EPECTROMATIC 710): aspartato aminotransferase (AST -
UI/L - Labtest liquiform), alanina aminotransferase (ALT - UI/L - Labtest liquiform),
fosfatase alcalina (FA - UI/L - Labtest liquiform), gama glutamiltransferase (GGT - UI/L -
Labtest liquiform) e albumina (ALBUMINA - g/dL - Labtest colorimétrica).

Para a analise estatistica dos dados foi utlizado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn's para comparacdo entre as médias.
O nivel de significancia adotado foi 5% (a<0,05). Todos os calculos
foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version
3.00 for Windows, San Diego - California, EUA.
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3 RESULTADOS

3.1 ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Os peixes que vieram a Obito durante o experimento foram retirados
imediatamente, sendo que permaneceram 12 peixes em cada grupo até o final da
experimentacdo. Antes do Obito os peixes ficaram menos ativos, permanecendo
verticalmente na agua e, as vezes, imoveis no fundo do aquério.

As alteracdes post-mortem observadas nos animais expostos a CM foram:
perda parcial e as vezes total da pigmentacdo da superficie corpérea, lesdes
hiperémicas e ulceradas com pontos hemorragicos em diversos pontos do corpo do
animal e eroséo de barbilhdes e cauda com aspecto degenerativo.

Os peixes expostos as concentracdes de 1,5 e 2,5 mg/L de CM apresentaram
perda de equilibrio, alteracdo na natacao, dispnéia mantendo a boca e os opérculos
abertos, nados verticais e movimentos subitos de natacdo em forma de espiral. Os
peixes expostos a 0 mg/L de CM permaneceram saudaveis durante todo o
experimento.

Os peixes expostos a concentracdo de 2,5 mg/L de CM tentaram saltar dos
aguarios. Esses sinais iniciaram nos primeiros 30 minutos apds a exposicao e

perduraram até o fim das 96 horas.

3.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os peixes expostos a 2,5 mg/L de CM apresentaram um aumento significativo
(p<0,05) no valor do hematocrito em relagdo ao grupo 0 e 1,5 mg/L de cipermetrina,

(Figura 1).
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*p<0,05 em relacdo ao grupo 1,5 mg/L
Figura 1 - Média dos valores do hematdcrito em jundids expostos a cipermetrina por 96 horas
NOTA: Os peixes expostos a 2,5 mg/L de CM apresentaram um aumento significativo
(p<0,05) no valor do hematécrito em relagio ao grupo O e 1,5 mg/L de
CM, os quais apresentaram uma média de 35,80 + 3,36%; 31,33 + 2,10% e 31,17 + 4,95%,
respectivamente.

De acordo com a Figura 2 pode-se observar que os peixes expostos a 2,5
mg/L de CM apresentaram a taxa de hemoglobina maior (p<0,01) do que os peixes

expostos a concentracdo de 1,5 mg/L de CM.

7.57
: 3
5.0
o
o
—
o
2.5+
0.0
0 1.5 25
Cipermetrina {mg/L)

*p<0,01 em relacdo ao grupo 1,5 mg de cipermetfrina

Figura 2 - Média dos valores da taxa de hemoglobina em jundias expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: Os peixes expostos a 2,5 mg/L de CM apresentaram a taxa de hemoglobina maior (p<0,01) do
gue 0s peixes expostos a concentracao de 1,5 mg/L de CM, apresentando uma média de 5,70
+ 0,80 g/dL e 4,64 £ 0,48 g/dL, respectivamente.
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Na contagem do numero total de eritrocitos, o grupo 2,5 mg/L de CM

apresentou um aumento (p<0,05) em relacdo ao grupo 1,5 mg/L, conforme Figura 3.
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Cipermetrina {mg/L)
* p<0,05 em relacdo ao grupo 1,5 mg/L

Figura 3 - Média do namero total de eritrocitos em jundias expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: O grupo 2,5 mg/L de CM apresentou um aumento (p<0,05) em relagdo ao grupo 1,5 mg/L, os
guais apresentaram uma média de 145,8 + 17,89 células por pL de sangue e 122,3 + 18,99
células por uL de sangue, respectivamente.

Com relacdo ao numero total dos leucécitos, o grupo 2,5 mg/L de CM
apresentou aumento significativo (p<0,05) em relacdo ao grupo 0 mg/L, conforme

mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Média do numero de leucécitos totais em jundias expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: O grupo 2,5 mg/L de CM apresentou uma média de 134,7 + 21,50 células por pL de sangue,
apresentando aumento significativo (p<0,05) em relacdo ao grupo 0 mg/L, que apresentou
uma média de 104,9 + 28,8 células por pL de sangue.
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Na contagem diferencial dos leucécitos, houve uma tendéncia de aumento

nos numeros de neutrofilos conforme os animais foram expostos as concentracdes

mais altas de CM, porém as alteracbes ndo foram significativas. Os valores de

neutrofilos obtidos para os grupos 0; 1,5 e 2,5 mg/L foram 8,00 + 3,86 %; 9,00 £ 7,43
% e 10,67 = 2,30 %, respectivamente.

Na contagem diferencial de células nucleadas, ou seja, trombdcitos e leucdcitos,

0 numero de trombadcitos dos peixes do grupo 1,5 mg/L de CM mostrou-se aumentado

(p<0,05) em relacéo aos peixes do grupo 0 mg/L de CM (Figura 5).
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*p<0,05 em relacao ao grupo 0 mg/L

Figura 5 - Média do nimero de trombdcitos na contagem diferencial de células nucleadas em jundias
expostos a cipermetrina por 96 horas
NOTA: O numero de trombdcitos dos peixes do grupo 1,5 mg/L de CM mostrou-se aumentado (p<0,05)
em relacéo aos peixes do grupo 0 mg/L de CM, apresentando uma média de 78,00 + 10,65 % e
65,00 + 10,14 %, respectivamente.

No entanto, para o numero total de trombdcitos, os peixes do grupo 2,5 mg/L
de CM apresentaram-se com um valor aumentado (p<0,05) em relagdo aos peixes

do grupo 0 mg/L de CM, conforme Figura 6.
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*p<0,05 em relacéo ao grupo 0 mg/L

Figura 6 - Média do numero total de trombdcitos em jundias expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: Os peixes do grupo 2,5 mg/L de CM apresentaram uma média de 112,7 + 29,18 células por
pL de sangue, com um valor aumentado (p<0,05) em relagdo aos peixes do grupo 0 mg/L de
CM que apresentaram uma média de 77,64 + 21,80 células por pL de sangue.

N&o houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos analisados com
relagdo aos parametros neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos,
células imaturas e proteina plasmatica.

3.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Apds 96 horas de exposicdo a CM, os peixes dos grupos 1,5 e 2,5 mg/L
apresentaram uma diminuicao significativa (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) nos
valores da enzima Alanina Aminotransferase (ALT) em relacdo aos peixes do grupo
0 mg/L de CM, conforme Figura 7.
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*p<0,05 em rela¢do ao grupo 0 mg/L
**p<0,01 em relacdo ao grupo 0 mg/L

Figura 7 - Média dos valores de alanina aminotransferase (ALT) em jundias expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: Os peixes dos gupos 15 e 25 mglL apresentaram uma diminuicdo signficativa (p<005 e p<001,
respecivamente) nos valores da enzima Alanina Aminotransferase (ALT) em relagdo aos peixes do grupo
0mg/L de CM, apresentando umamédiade 18,11+ 4,83 UIL; 17,11 + 580 UIL e 26,33 + 6,08 UIL, respectivamente.
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Os peixes expostos a concentracao mais alta de CM (2,5 mg/L) apresentaram
aumento significativo (p<0,05) no valor da Aspartato Aminotransferase (AST) em
relacéo aos peixes do grupo 0 mg/L (Figura 8).

2004 »

UI/L

0 1.5 2.5

Cipermetrina (mg/L)

* p<0,05 em relacdo ao grupo 0 mg/L
Figura 8 - Média dos valores de aspartato aminotransferase (AST) em jundias expostos a cipermetrina por
96 horas
NOTA: Os peixes expostos a concentracdo mais alta de CM (2,5 mg/L) apresentaram aumento
significativo (p<0,05) no valor da Aspartato Aminotransferase (AST) em relacéo aos peixes do
grupo 0 mg/L, os quais apresentaram uma média de 173,0 + 49,34 UI/L e 109,4 + 33,92 UI/L,
respectivamente.

Em relacdo a fosfatase alcalina (FA), pode-se observar reducao significativa
(p<0,01 e p<0,001) nos peixes expostos a CM (1,5 e 2,5 mg/L) em relacédo ao grupo
0 mg/L, a medida que aumenta a concentracdo de CM, aumenta a reducao dos
valores de FA, conforme Figura 9.
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**p<0,001 em relacdo ao grupo 0 mg/L

Figura 9 - Média dos valores da fosfatase alcalina (FA) em jundids expostos a cipermetrina por 96 horas

NOTA: Observa-se reducéo significativa (p<0,01 e p<0,001) nos peixes expostos a CM (1,5 e 2,5 mg/L) em
relacdo ao grupo 0 mg/L, a medida que aumenta a concentragdo de CM, aumenta a redugéo dos valores
de FA. Os grupos 0; 1,5 e 2,5 apresentaram um média de 33,83 + 5,09 UI/L; 26,40 + 2,36 Ul/L e 22,75 +
541 UIIL, respectivamente.
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Em relacdo a Albumina e a Gama Glutamiltransferase (GGT) ndo houve

diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos.
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4 DISCUSSAO

Quando os animais, em geral, sdo expostos a diferentes substancias
consideradas potencialmente toxicas, varias alteracées enddgenas podem ocorrer.
No presente estudo, os animais expostos as concentracdes de 1,5 e 2,5 mg/L de CM
apresentaram alteracbes comportamentais como: perda de equilibrio, alteracdo na
natacdo, dispnéia mantendo a boca e os opérculos abertos, nados verticais e
movimentos subitos de natacdo em forma de espiral. Esses resultados corroboram
com Polat et al. (2002), Yilmaz et al. (2004) quando testaram a cipermetrina em
guppies (Poecilia reticulata); Borges (2005) e Borges (2007) quando testaram a
cipermetrina em jundia (Rhamdia quelen) e Kumar et al. (2007) que em seus
estudos, ao exporem Channa punctatus a cipermetrina, também relataram estas
alteracdes.

Ainda Viran et al. (2003), Tramujas et al. (2006) e Galeb (2010) quando
testaram a deltametrina em guppies (Poecilia reticulata), peixe-zebra (Danio rerio) e
jundia (Rhamdia quelen), respectivamente, também observaram alteracdes
neuroldgicas e respiratorias.

Baser et al. (2003) e Selvi et al. (2008) também citaram as alteracdes
neuroldgicas e respiratdérias em seus estudos quando testaram a permetrina e a
ciflutrina, respectivamente, em guppy (Poecilia reticulata).

Ranzani-Paiva et al. (1997) ao expor curimbata (Prochilodus scrofa) a
organofosforado (Trichlorfon) relatou as mesmas alteragcdes encontradas no
presente estudo.

Em todos os estudos relacionados a CM citados acima, independente da
espécie exposta, foram utilizadas concentracdes menores a utilizadas neste estudo
(1,5 e 2,5 mg/L), mostrando que a espécie utilizada se mostrou mais resistente que
as testadas por estes autores. Borges (2007) com o uso de CM em jundid (Rhamdia
guelen) obteve os mesmos tipos de resposta a deste estudo, porém utilizando

concentracbes bem menores a utilizada neste estudo (0,08 a 0,24 ppm). Esta
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diferenca pode estar relacionada ao sexo e tamanho dos animais, pois Borges
utilizou animais machos com pesos e medidas maiores aos utilizados neste estudo.
Ainda pode estar relacionado a propria toxicidade da formulacdo do principio ativo
testado e ao tempo de aclimatacdo menor que no presente estudo, considerado fator
estressante aos animais.

Estas mudancas comportamentais clinicas podem ser atribuidas ao efeito
neurotdoxico dos piretréides pelo blogueio dos canais de sédio e inibicdo dos
receptores GABA nos filamentos nervosos, resultando em uma estimulacao
excessiva do sistema nervoso central que pode levar a hipoxia cerebral (EL-SAYED
et al., 2007).

Viran et al. (2003) ao estudarem guppy (Poecilia reticulata) expostos a DM,
em concentracdo de 10,80 ug/L, observaram que estes sinais clinicos iniciaram
antes de completar uma hora de exposicédo condizente com o presente estudo. Em
contra partida, nos estudos de Viran et al. (2003), concentracdes abaixo de 4 ug/L
de DM em guppy (Poecilia reticulata) fizeram com que as primeiras alteracdes
comportamentais aparecessem apos uma hora de exposicdo ao pesticida. Polat et
al. (2002), observaram o inicio dos primeiros sinais clinicos em guppy (Poecilia
reticulata) expostos a CM apds a primeira hora de exposicdo ao piretrdide em
concentracfes de 15 a 50 pg/L e em concentracbes mais baixas, as alteracdes
comportamentais se iniciaram apds duas horas da exposicdo. Kumar et al. (2007),
testaram CM nas concentra¢des 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg/L em Channa punctatus, os
guais apresentaram os primeiros sinais clinicos apés 3 horas de exposicéo.

Ranzani-Paiva et al. (1997), ao expor curimbatd (Prochilodus scrofa) sob
efeitos de organofosforados e Galeb (2010) jundia sob efeitos da DM, observaram
que os animais mudaram de pigmentacdo corporea apresentando coloracdo
esbranquicada, resultado este observado no presente estudo, sendo mais
perceptivel nas alteragbes post-mortem, apresentando também pontos hemorragicos
e lesbes ulceradas em todo o corpo. Estas alteragGes sdo decorrentes do efeito

irritante da CM sobre organismos aquaticos.
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No presente estudo, 0 grupo exposto a concentracdo de 2,5 mg/L de CM
apresentou aumento significativo (p<0,05) na taxa de hematocrito em relacdo aos
grupos expostos a concentracdes mais baixas de CM. Fato este que corrobora com
0s autores Martins et al. (2004) ao testar estimulos consecutivos de estresse em
tilapia (Oreochromis niloticus) e Velisek et al. (2007) ao expor truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) sob efeito da DM. Contudo os resultados encontrados por
Ranzani-Paiva et al. (1997) que testaram o organofosforado triclorfon em curimbata
(Prochilodus scrofa), Tavares-Dias et al. (2001) que induziram estresse agudo em
tambaqui (Colossoma macropomum) e Dorurd e Girgin (2001) que testaram a CM
em carpa (Cyprinus carpio), mostraram a taxa de hematdcrito reduzida nos peixes
apos exposicao.

Segundo Tavares-Dias et al. (2002), os valores de referéncia do hematécrito
para o jundia estdo entre 17 a 34%, condizentes com o presente estudo no qual o
grupo que nao foi exposto a CM apresentou a taxa de hematdcrito dentro destes
valores (31,33%).

Borges (2007) e Velisek et al. (2007) relataram aumento da hemoglobina em
jundia (Rhamdia quelen) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostos a CM e a
DM, respectivamente, corroborando com os resultados deste estudo com jundias
expostos a concentracdo de 2,5 mg/L de CM em relagdo ao grupo exposto a
concentracdo de 1,5 mg/L (p<0,01). Em contrapartida, Doriict e Girgin (2001) e Das
e Mukherjee (2003) ao testarem a CM em carpa (Cyprinus capio) e carpa (Labeo
rohita), respectivamente, e Saxena e Seth (2002) ao expor Channa punctatus sob
efeito da CM, observaram uma reducdo na taxa de hemoglobina nos grupos
expostos ao piretroide em relagdo ao grupo controle.

Segundo Tavares-Dias et al. (2002), o valor de referéncia para hemoglobina
em jundia esta entre 4,95 e 9,09 g/dL, corroborando com o valor encontrado neste
estudo no grupo livre de CM (5,24 g/dL).

No presente estudo, a contagem do namero total de eritrécitos no grupo 2,5

mg/L de CM apresentou-se aumentada (p<0,05) em relacdo ao grupo 1,5 mg/L.
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Doéricu e Girgin (2001) e Saxena e Seth (2002) ao avaliarem os efeitos da
cipermetrina sobre Cyprinus capio e Channa punctatus, respectivamente, relataram
uma reducdo das células vermelhas nos animais expostos ao piretroide. Velisek et
al. (2006) e Das e Mukherjee (2003) ao testar a CM em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e carpa (Labeo rohita), respectivamente, ndo relataram alteracdo nos
valores de eritrécitos entre 0s grupos expostos ao composto quimico e o grupo
controle.

Velisek et al. (2007) ao exporem a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a DM
observaram aumento nos valores de eritrécitos. Martins et al. (2004) ao provocarem
estimulos Unicos e consecutivos de estresse em Oreochromis niloticus também
relataram esta alteracéo.

Tavares-Dias et al. (2001) relataram diminuicdo no namero de eritrécitos em
tambaqui (Colossoma macropomum) ap0s estes sofrerem estimulos de estresse
agudo.

As alteracfes nas taxas de hematocrito, hemoglobina e eritrocitos podem ser
atribuidas ao mecanismo de reativacdo da eritropoese induzida pelo baco e figado
em resposta a hipdxia cerebral e estresses causados pelos piretréides (PIMPAO,
2006; PIMPAO et al., 2007).

No presente estudo, os jundias expostos a concentracdo mais alta de CM
apresentaram aumento (p<0,05) na contagem total dos leucécitos em relacdo ao
grupo livre de CM, condizente com os resultados encontrados por Das e Mukherjee
(2003) ao testarem a CM em carpa (Labeo rohita) e Galeb (2010) que expos jundia
(Rhamdia quelen) sob efeito da DM. No entanto, Dortict e Girgin (2001) e Velisek et
al. (2006) ao testarem a CM em carpa (Cyprinus capio) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), respectivamente, relataram diminuicdo dos leucécitos nos
grupos intoxicados.

A leucocitose pode estar relacionada com o estimulo imunogénico em

resposta aos efeitos da CM sobre os peixes.
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Velisek et al. (2006) ao expor truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) sob efeito
da CM, relataram reducdo na contagem total de trombdcitos. A reducdo deste
parametro esta relacionada ao grau de estresse dos peixes no momento da coleta,
ja que o cortisol liberado durante o estresse € um importante causador de diminuicao
da quantidade e qualidade dos trombodcitos (GALEB, 2010), resultados estes
diferentes aos encontrados neste estudo. Nao houve reducdo do numero de
trombdcitos nem no grupo livre de CM, podendo ser explicado pelo fato de os peixes
serem anestesiados no momento da coleta de sangue, pois o valor obtido no
presente estudo esta entre os valores considerados como referéncia para o jundia
(TAVARES-DIAS et al. 2002). O aumento (p<0,05) do numero de trombdcitos no
grupo exposto a maior concentracdo de CM (2,5 mg/L) em relagdo ao grupo 0 mg/L
no presente estudo pode estar associado a uma resposta compensatoria do
organismo frente aos pontos hemorragicos presentes no corpo dos animais. Estas
células possuem fundamental importancia na defesa organica e na hemostasia
(SATAKE et al., 2009).

No presente estudo, apés 96 horas de exposicdo a CM, o0s peixes
apresentaram diminuicdo significativa (p<0,05 para a concentracdo 1,5 mg/L de
cipermetrina e p<0,01 para a concentracao 2,5 mg/L de cipermetrina) no valor obtido
da Alanina Aminotransferase (ALT) em relacdo ao grupo O mg/L, indicativo de
degradacdo hepatica. Estes valores corroboram com os resultados encontrados nos
estudos realizados por Borges (2007) ao expor jundia (Rhamdia quelen) a CM e
Velisek et al. (2007) e Galeb (2010) ao testarem a DM em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e jundia (Rhamdia quelen), respectivamente. No entanto,
David et al. (2004) e Begum (2005) ao testarem a CM em carpa (Cyprinus carpio) e
bagre (Clarias batrachus), respectivamente, relataram um aumento dos valores de
ALT nos animais expostos ao piretrdide em relagdo ao grupo controle.

Foi observado aumento (p<0,05) no valor do aspartato aminotransferase
(AST) no presente estudo no grupo exposto a concentragdo de 2,5 mg/L de

cipermetrina em relacdo ao grupo 0 mg/L, corroborando com David (2004), Begum
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(2005) e Borges (2007) os quais testaram a CM em carpa (Cyprinus carpio), bagre
(Clarias batrachus) e jundia (Rhamdia quelen), respectivamente. Velisek et al. (2007)
ao exporem truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) sob o efeito de DM também
observou aumento na AST. Porém, Galeb (2010) ao expor jundia (Rhamdia quelen)
em DM relatou reducao nos valores de AST.

O aumento na atividade do aspartato aminotransaminase esta relacionado ao
parénquima hepatico e sugere um reforco no catabolismo protéico e danos
hepatocelular no organismo (BEGUM, 2005). O que acaba sendo esperado como
resposta dos organismos que estédo sob efeito de intoxicacdo aguda.

Os valores de fosfatase alcalina (FA) nos jundias expostos a CM nas
concentracbes 1,5 e 2,5 mg/L reduziram (p<0,01 e p<0,001, respectivamente) em
relacdo ao grupo 0 mg/L. Resultados estes que corroboram com 0s encontrados
pelos autores Das e Mukherjee (2003) e Velisek et al. (2006) os quais testaram a CM
em carpa (Labeo rohita) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), respectivamente.
Galeb (2010) ao expor jundid (Rhamdia quelen) em DM também observou uma
reducdo nos niveis de FA. Em contrapartida Borges (2007) e Saha e Kaviraj (2009)
ao expor jundia (Rhamdia quelen) e catfish (Heteropneustes fossilis),
respectivamente, sob efeitos da CM relataram um aumento da FA em seus estudos.
Reducdo nos niveis de FA pode estar relacionada com a destruicdo da membrana
celular dos hepatocitos demonstrando insulto toxico (GALEB, 2010).

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) sao as aminotransferases mais importantes relacionadas ao metabolismo de
aminoéacidos no figado de peixes teledsteos (COZ-RAKOVAC, 2008). Ja a fosfatase
alcalina (FA) e a gama glutamiltransferase (GGT) s&o enzimas importantes para
detectar destruicdo da membrana celular dos hepatdcitos (KRAMER e HOFFMANN,
1997). Nao é conhecida, em peixes, a existéncia de isoenzimas da FA semelhantes
as encontradas em mamiferos (HUBREC et al., 2001).

As demais analises realizadas neste estudo, como proteina plasmatica,

linfécitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos (células granulociticas especiais), células
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imaturas, albumina e gama glutamiltransferase (GGT) ndo apresentaram alteracao

significativa entre os tratamentos testados.

5 CONCLUSAO

A CM provocou alteracbes bioquimicas significativas mostrando um
comprometimento hepatico no jundia em resposta tecidual a exposicédo ao referido
inseticida.

O jundia (Rhamdia quelen) se apresentou mais resistente sob os efeitos dos
piretréides quando comparados com outras espécies de peixes, porém a CM pode
ser considerada toxica para a espécie estudada, pois 0s animais apresentaram
alteracdes comportamentais, sinais clinicos, alteracées hematoldgicas e bioquimicas
evidentes no presente estudo, as quais condizem com intoxicacdo, além da
mortalidade parcial observada.

Esses efeitos mostram a grande importancia nos cuidados que devem ser
tomados no manuseio desses produtos, jA que a utilizacdo inadequada pode
representar grande impacto ambiental conforme a frequéncia e a concentracao

destas exposicoes.
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO SUBLETAL NO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E AVALIACAO DA TAXA DE
FERTILIZACAO, ECLOSAO E SOBREVIVENCIA EM JUNDIAS
(Rhamdia quelen) EXPOSTOS A CIPERMETRINA E A
DELTAMETRINA

(Determination of sublethal concentration on embryonic development and evaluation of
the rate of fertilization, outbreak and survival in catfish (Rhamdia quelen) exposed to
cypermethrin and deltamethrin)
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RESUMO- O presente estudo teve o objetivo de determinar a concentracdo subletal
da cipermetrina e da deltametrina durante o periodo inicial do desenvolvimento
embrionario e verificar suas respectivas taxas de eclosdo e sobrevivéncia sob
exposi¢do aos pesticidas em uma espécie de peixe fluvial nativo da regido sul do
Brasil, o Rhamdia quelen (jundid). Para isso foi realizada a inducdo da ovulacdo em
fémeas de jundia através de hormonios, com posterior coleta dos ovos. Os ovos
foram hidratados e fertilizados em solugdes de cipermetrina e deltametrina em
diferentes concentragbes, sendo estas: 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 mg/L para
cipermetrina e 0,001; 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L para deltametrina, além do grupo
controle (0 mg/L). Apos a fertilizag&do, 0s ovos permaneceram em recipientes com 0s
respectivos pesticidas até o momento da eclosdo onde foi analisada a taxa de
eclosdo. Em seguida as larvas, a partir da ecloséo dos ovos, foram mantidos nas
respectivas concentracoes de cipermetrina e deltametrina para analisar a taxa de
sobrevivéncia frente aos inseticidas testados, durante 12 e 24 horas. Os resultados
obtidos mostraram que tanto a cipermetrina como a deltametrina diminuiram
significativamente os parametros analisados em compara¢cdo com o0 grupo controle.
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Conclui-se que estes pesticidas podem influenciar o desenvolvimento embrionario, a
taxa de ecloséo e sobrevivéncia da espécie estudada.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Piretroides. Pesticidas. Desenvolvimento
embironério. Peixes.
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ABSTRACT- This study aimed to determine the sublethal concentration of
cypermethrin and deltamethrin during the early period of embryonic development and
check their rates of hatching and survival under exposure to pesticides in a river fish
species native to Southern Brazil, jundia (Rhamdia quelen). This study was
conducted to induce ovulation in female catfishes through hormones, with
subsequent collection of eggs. The eggs were fertilized and hydrated in solutions of
cypermethrin and deltamethrin at different concentrations, which were: 0.001, 0.01,
0.1, 1.0 and 10.0 mg/L for cypermethrin and 0.001, 0.01, O, 1, 0.5 and 1.0 mg/L for
deltamethrin, and the control group (0 mg/L). After that already fertilized eggs were
kept in containers with their homemade pesticides until the outbreak was analyzed
where the rate of egg hatching. Then the fry from the hatching of eggs, were kept
with appropriate concentrations of cypermethrin and deltamethrin to analyze the
survival rate compared to these insecticides tested for 12 and 24 hours. The results
showed that both the cypermethrin and deltamethrin decreased significantly the
parameters analyzed in comparison with the other groups. It is concluded that the
pesticides cypermethrin and deltamethrin may influence the embryonic development,
hatching rate and survival of this species.

Keywords: Ecotoxicology. Pyrethroids. Pesticides. Embryonic Development.
Fish.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, novos pesticidas foram desenvolvidos com potencial de uso
generalizado no ambiente. Estes inseticidas tendem a ser toxicos para peixes e
outros organismos aquaticos. Muitos produtos que contenham cipermetrina séo
classificados como "pesticidas de uso limitado" pela Agéncia de Protecdo Ambiental,
devido a toxicidade para os peixes (AYDIN et al., 2005).

O Rhamdia quelen, peixe conhecido como jundia é encontrado desde o sul do
México até o centro da Argentina, habita lagos e rios (BALDISSEROTTO; RADUNZ
NETO, 2004; SALHI et al., 2004).

Fémeas de Rhamdia quelen respondem bem a gonadotrofina coribnica
humana (HCG), pois doses de 100 a 400 U.l./Kg s&o suficientes para provocar a
desova. Conforme a temperatura da agua varia o tempo de eclosdo dos ovos. Na
temperatura de 16°C, a ecloséo ocorre em torno de 3 dias, e com 24°C a ecloséo
demora em torno de 24 horas (GOMES et al., 2000).

A reproduc@o em peixes, como em outros vertebrados, € afetada por fatores
ambientais, sociais e nutricionais (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004,
NAVAS et al.,, 1998). O desenvolvimento embrionario e larval € influenciado por
fatores ambientais como temperatura e turbuléncia da agua (GOMES et al., 2000).

Os piretréides sado inseticidas sintéticos que apresentam amplo espectro de
atividade, acdo rapida, eficiéncia em baixa dose, baixo poder residual e baixa
toxicidade para mamiferos comparada a outros inseticidas. No entanto, estes
pesticidas sdo altamente toxicos em organismos aquaticos (WHO, 1990;
BARRIONUEVO; LANCAS, 2001; GONZALES-DONCEL et al., 2003). A deltametrina
esta listada como desregulador enddcrino, podendo interferir no sistema reprodutivo.
Segundo a United States Environmental Protection Agency (USEPA, 2002) os
agentes quimicos capazes de interferir no sistema endocrino sdo correntemente

designados de desreguladores enddcrinos (TRAMUJAS et al., 2006).
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Os efeitos dos poluentes sobre ecossistemas naturais podem ser aferidos
pelos efeitos dos poluentes sobre processos reprodutivos (TRIPATHI; SINGH, 2004).

Existem poucos dados a respeito do potencial de efeitos subletais dos
pesticidas sobre a reproducdo e a viabilidade em longo prazo nas populacfes de
peixes (MOORE; WARING, 2001).

A fecundidade, o periodo e o tipo de desova sao caracteristicas especificas
essenciais para a manutencdo de qualquer espécie de peixe (GOMIERO et al.,
2007). A reproducéo em peixes, como em outros vertebrados, é afetada por fatores
ambientais, sociais e nutricionais (PARRA et al., 2008). Os parametros reprodutivos
sdo os indicadores mais complexos de exposicdo e acumulacdo de agentes
quimicos, dificultado por diversas razdes, sendo as duas principais: os efeitos dos
poluentes na reproducéo ocasionados direta e indiretamente e o processo fisioldgico
(BERNARDI et al., 2008).

Recentemente, grande atencdo tem sido dada aos possiveis efeitos adversos
decorrentes da exposi¢cdo de animais aquaticos a agentes quimicos durante as fases
pré e perinatal (TRAMUJAS et al., 2006). Diversos xenobidticos sdo conhecidos por
afetar a reproducdo em varios organismos. Por esta razdo, € importante avaliar as
respostas destes compostos com relacdo aos parametros reprodutivos (MAYON et
al., 2006).

Moore e Waring (2001) relataram reducao da taxa de fertilizacdo em salmao
do atlantico (Salmo salar) apos exposi¢cdo aos piretroides. Tramujas (2005) relatou
reducdo na taxa de eclosdo de ovos do peixe zebra (Danio rerio) expostos a
deltametrina. Rodrigues (2007) relatou eclosdo prematura em Danio rerio expostos
ao DDT, com consequente reducdo da taxa de sobrevivéncia. Porém, Tramujas et al.
(2006) ao expor peixe zebra (Danio rerio) a deltametrina ndo observou alteracdo na
taxa de ecloséo em relacdo ao grupo controle. Saravana e Geraldine (2000), Aydin
(2005) e Rodrigues (2007) relataram reducdo na taxa de sobrevivéncia de camarao

(Macrobrachium malcomsonii) sob efeito do inseticida endosulfan, carpa (Cyprinus
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carpio) expostas a cipermetrina e em peixe zebra (Danio rerio) expostos ao DDT,
respectivamente.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a concentracao subletal da
cipermetrina e da deltametrina durante o periodo inicial do desenvolvimento
embrionario do Rhamdia quelen (jundid) e verificar suas respectivas taxas de

fertilizacdo, eclosdo e sobrevivéncia.
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2 MATERIAL E METODOS

Os jundias, Rhamdia quelen, foram produzidos no Laboratorio de Piscicultura
e Pesquisa (LAPEP) da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) onde
foram realizados os experimentos. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
com Uso de Animais - CEUA/PUCPR (protocolo numero 439).

Os peixes foram induzidos a reproducéo através de aplicacdo de hipofise de
carpa comum de acordo com as técnicas de Woynarovich e Horvath (1983). Apos 24
horas da inducéo, foram retirados os ovacitos das fémeas (n=7) e coletado o sémen
dos machos (n=3). Foram misturados os ovocitos de todas as fémeas e o sémen
coletado. Desta mistura foram coletados 50 mL de ovos para diferentes recipientes,
os quais foram hidratados e fertilizados com diferentes concentracbes de
cipermetrina e deltametrina.

Apos a hidratacdo com as diferentes concentracdes de cipermetrina (0; 0,001;
0,01; 0,1; 1,0 e 10,0mg/L) e deltametrina (0; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L) os ovos
fertilizados foram acondicionados em incubadoras com temperatura controlada (26-
27°C) e aeracdo constante. Apds 6 horas da fecundacéo foi determinada a taxa de
fertilizacdo com a retirada de 10 mL de ovos de cada incubadora. Estes foram
colocados em placas de pétri para a contagem de ovos fertilizados e gorados. Para
determinacdo desta taxa este processo foi realizado com seis repeticbes cada
tratamento.

A etapa seguinte consistiu em separar 50 ovos viaveis dos ovos fertilizados,
os quais foram colocados em recipientes de 500 mL identificados, contendo as
mesmas concentracdes de cipermetrina (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 mg/L) e
deltametrina (0; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L). Esta etapa foi realizada com seis
repeticbes para cada concentracao.

Apés 21 horas de incubacéo iniciou a eclosdo dos ovos, ou seja, 27 horas

apos a fertilizacdo de acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2004).



134

Nessa fase foi realizada a contagem dos ovos que eclodiram e 0s ovos gorados
foram contados e descartados, calculando assim a taxa de eclosao.

Depois desta etapa, as larvas eclodidas foram mantidas por 12 horas nas
suas respectivas concentracdes de inseticidas para estimar a taxa de sobrevivéncia.
Em seguida foram separadas as larvas vivas e mortas das diferentes concentracdes
e submetidas novamente a mais doze horas de exposicdo as respectivas
concentracdes dos inseticidas para avaliacdo da taxa de sobrevivéncia em 24 horas
de exposicdo aos inseticidas.

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn's para comparacdo entre as meédias. O nivel de
significancia adotado foi 5% (a<0,05). Os calculos foram realizados utilizando o
Software estatistico GraphPad Prism version 3.00 for Windows, San Diego -
California, EUA. Para a determinacdo da concentracdo subletal (CLsp) os célculos

foram realizados através do software tablecurve 2D, versdo 5.01.
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3 RESULTADOS

3.1 DELTAMETRINA

De acordo com a Figura 1 percebe-se que houve uma tendéncia de reducao
da taxa de fertilizacdo dos ovos a medida que estes foram expostos a concentracdes
mais altas de DM, porém houve diferenca significativa (p<0,05 e p<0,01) dos grupos

com concentracao de 0,01 e 0,1 mg/L em relacdo ao grupo 0 e 0,001 mg/L de DM.
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** p<0,01 em relacéo ao grupo 0,001 mg/L
* p<0,05 em relacdo ao grupo 0,001 mg/L
# p<0,05 em relacéo ao grupo 0 mg/L

Figura 1 - Média dos valores da taxa de fertilizagao de ovos de jundia (Rhamdia quelen) expostos a
deltametrina

NOTA: Houve uma reducao da taxa de fertilizacdo dos ovos a medida que estes foram expostos a
concentragdes mais altas de DM, porém houve diferenca significativa (p<0,05 e p<0,01) dos
grupos com concentracao de 0,01 e 0,1 mg/L de DM, apresentando uma média de 26,98 +
7,04 e 26,33 + 6,71, respectivamente de ovos fertilizados em relacdo ao grupo 0 e 0,001 de
DM, os quais apresentaram uma média de 73,92 + 6,88 e 74,98 * 15,65, respectivamente.
De acordo com a Figura 2 constata-se que houve uma tendéncia de reducao
da taxa de eclosdo dos ovos a medida que estes foram expostos a concentracdes
mais altas de DM. Houve diferenca significativa (p<0,01) do grupo com concentracao
de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de DM em relacdo ao grupo 0 mg/L. Também houve diferenca
significativa (p<0,05) dos grupos com concentracdo de 0,1; e 1,0 mg/L de DM em

relagéo ao grupo 0,001 mg/L.
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Figura 2 - Média dos valores da taxa de eclosdo de ovos de jundia (Rhamdia quelen) expostos a
deltametrina

NOTA: Houve uma reducgdo da taxa de eclosdo dos ovos a medida que estes foram expostos a
concentracbes mais altas de DM. Houve diferenga significativa (p<0,01) do grupo com
concentracdo de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de DM apresentando uma média de 4,50 + 2,16; 15,67 +
15,36 e 0,33 + 0,81, respectivamente em relagdo ao grupo 0 mg/L (83,33 + 5,46). Também
houve diferenca significativa (p<0,05) dos grupos com concentracéo de 0,1; e 1,0 mg/L de
DM em relacéo ao grupo 0,001 mg/L, o qual apresentou uma média de 66,67 + 5,46.

Na Figura 3 pode-se observar que houve uma tendéncia de reducdo da taxa
de sobrevivéncia das larvas a medida que estas foram expostas a concentracdes
mais altas de DM no periodo de doze horas apds a eclosdo. Houve diferenca
significativa (p<0,01) do grupo com concentracédo de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de DM em
relacéo aos grupos 0 mg/L.
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Figura 3 - Média dos valores da taxa de sobrevivéncia de larvas de jundia (Rhamdia quelen) expostas
a deltametrina ap6s 12 horas da ecloséo
NOTA: Houve uma tendéncia de redugdo da taxa de sobrevivéncia das larvas a medida que estas
foram expostas a concentracdes mais altas de DM no periodo de doze horas apds a ecloséo.
Houve diferenca significativa (p<0,01) do grupo com concentracdo de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de
DM em relagao aos grupos O mg/L, os quais apresentaram uma média de 17,17 + 18,51;
17,00 + 20,58; 8,33 + 20,41 e 97,80 + 2,03, respectivamente
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De acordo com a Figura 4 constata-se que houve uma tendéncia de reducao
da taxa de sobrevivéncia das larvas a medida que estes foram expostos a
concentracfes mais altas de DM no periodo de 24 horas apos a eclosdo. Houve
diferenca significativa (p<0,01) do grupo com concentracdo de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de

DM em relacéo aos grupo 0 mg/L.
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Figura 4 - Média dos valores da taxa de sobrevivéncia de larvas de jundid (Rhamdia quelen) expostas
a deltametrina apds 24 horas da ecloséo
NOTA: Houve uma tendéncia de reducéo da taxa de sobrevivéncia das larvas a medida que estas
foram expostas a concentra¢cdes mais altas de DM no periodo de 24 horas apés a ecloséo.
Houve diferenca significativa (p<0,01) do grupo com concentracédo de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de
DM, apresentando uma média de 12,83 + 16,35; 14,67 + 17,36 e 8,33 + 20,41,
respectivamente em relacéo aos grupo 0 mg/L (96,93 + 2,61).

3.2 CIPERMETRINA

De acordo com a Figura 5 nota-se uma reducéo da taxa de fertilizacdo dos ovos a
medida que estes foram expostos a concentracdes mais baixas de CM. Houve diferenca
significativa (p<0,01) dos grupos 0,001 e 0,1 mg/L em relacdo ao grupo 0 mg/L. Também

houve diferenca significativa (p<0,05) do grupo 0,01 relagcéo ao grupo 0 mg/L.
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Figura 5 - Média dos valores da taxa de fertilizagdo de ovos de jundid (Rhamdia quelen) expostos &
cipermetrina
NOTA: Houve uma reducéo da taxa de fertilizagcdo dos ovos & medida que estes foram expostos a
concentragdes mais baixas de CM. Houve diferenca significativa (p<0,01) dos grupos 0,001 e 0,1
mg/L apresentando uma média de 4,03 + 3,92 e 3,70 + 2,28, respectivamente em relacéo ao grupo
0 mg/L (73,92 + 6,88). Também houve diferenca significativa (p<0,05) do grupo 0,01 o qual
apresentou uma média de 7,83 + 0,86 em relag¢&o ao grupo 0 mg/L.

De acordo com a Figura 6 observa-se uma tendéncia de reducéo da taxa de
eclosdo dos ovos a medida que estes foram expostos a concentragcdes mais baixas
de CM. Houve diferenca significativa (p<0,05) dos grupos 0,001; 0,01 e 0,1 mg/L em

relacdo ao grupo 0 mg/L.
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Figura 6 - Média dos valores da taxa de ovos eclodidos de jundia (Rhamdia quelen) expostos a
cipermetrina
NOTA: Observa-se uma tendéncia de reducdo da taxa de eclosdo dos ovos a medida que estes
foram expostos a concentracdes mais baixas de CM. Houve diferenca significativa (p<0,05)
dos grupos 0,001; 0,01 e 0,1 mg/L, apresentando uma média de 29,33 + 3,72; 40,33 + 6,62 e
40,00 £ 2,53 em relagdo ao grupo 0 mg/L (83,33 + 5,46).
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De acordo com a Figura 7 pode-se observar uma tendéncia de reducédo da
taxa de sobrevivéncia das larvas de Rhamdia quelen expostas a concentracdo mais
alta de CM por 12 horas ap0s a eclosédo. Houve diferenca significativa (p<0,01) do

grupo 10 mg/L de CM em relacéo ao grupo 0 mg/L de CM.

Taxa de sobrevivéncia
12h

¢ 0,001 001 01 1 10

Cipermetrina (mg/L)
** p<0,01 em relacéo ao grupo 0 mg/L

Figura 7 - Média dos valores da taxa de sobrevivéncia das larvas de jundia (Rhamdia quelen)
expostos a cipermetrina por 12 horas

NOTA: Houve uma tendéncia de reducao da taxa de sobrevivéncia das larvas de Rhamdia quelen

expostas a concentracdo mais alta de CM por 12 horas apés a eclosdo. Houve diferenca

significativa (p<0,01) do grupo 10 mg/L de CM, apresentando uma média de 78,95 + 11,02
em relacdo ao grupo 0 mg/L de CM que apresentou uma média de 97,80 + 2,03.

De acordo com a Figura 8 pode-se observar uma tendéncia de reducdo da
taxa de sobrevivéncia das larvas de Rhamdia quelen expostas as concentracdes
0,001 e 10 mg/L de CM por 24 horas apés a eclosdo. Houve diferenca significativa

(p<0,01) destes grupos em relacdo ao grupo 0 mg/L de CM.
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Figura 8 - Média dos valores da taxa de sobrevivéncia das larvas de jundia (Rhamdia quelen)
expostos a cipermetrina por 24 horas.

NOTA: Houve uma tendéncia de reducdo da taxa de sobrevivéncia das larvas de Rhamdia quelen
expostas as concentrages 0,001 e 10 mg/L de CM por 24 horas apds a eclosdo. Houve
diferenca significativa (p<0,01) destes grupos, 0s quais apresentaram uma meédia de 79,41 +
7,68 e 72,52 + 14,14, respectivamente em relacdo ao grupo 0 mg/L de CM que apresentou
uma média de 96,93 + 2,61.
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4 DISCUSSAO

Existem poucos dados a respeito do potencial de efeitos subletais dos
pesticidas sobre a reproducdo e a viabilidade em longo prazo nas populacbes de
peixes (MOORE e WARING, 2001).

Recentemente, grande atencdo tem sido dada aos possiveis efeitos adversos
decorrentes da exposi¢do de animais aquaticos a agentes quimicos. Moore e Waring
(2001) estudaram a exposicdo de ovos de salmao (Salmo salar) em CM e
observaram gue houve uma reducgéo na taxa de fertilizacdo quando comparado com
0 grupo controle, condizente com o resultado obtido neste estudo.

Tramujas (2005) ao testar DM em peixe zebra (Danio rerio) observou uma
reducdo na taxa de eclosdo dos ovos ap06s exposicdo, conforme resultados obtidos
no presente estudo. Rodrigues (2007) observou em seu estudo, uma eclosao
prematura de ovos de peixe zebra (Danio rerio) apds exposi¢do ao DDT (Dicloro-
Difenil-Tricloroetano). Tramujas et al. (2006) nao relatou alteracao significativa na
taxa de eclosdo do peixe zebra (Danio rerio) ap0s exposicdo a DM em
concentracdes subletais.

De acordo com os dados obtidos neste estudo, as concentracdes 0,01 e 0,1
mg/L de DM se apresentaram toxicas para a fertilizacdo de ovos de jundia. J4 as
concentragbes 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de DM mostraram-se tdxicas nas taxas de
ecloséo e sobrevivéncia em 12 e 24 horas para ovos e larvas de jundia.

A CM se mostrou toxica para o jundia na fase de desenvolvimento
embrionario nas concentracbes de 0,001; 0,01 e 0,1 mg/L em relacdo a taxa de
fertilizacdo e eclosédo. Em relagcédo a taxa de sobrevivéncia em 12 horas de exposi¢cao
a CM apos a ecloséo, a concentracdao 10 mg/L se apresentou toxica para as larvas
de jundia e em 24 horas, as concentracdes de 0,001 e 10 mg/L.

Aydin (2005) e Rodrigues (2007) relataram mortalidade das larvas de carpas
(Cyprinus carpio) expostas a CM e de peixe zebra (Danio rerio) expostos ao DDT,

respectivamente apos 12 horas de exposi¢cdo. Ainda Saravana e Geraldine (2000),
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ao expor camarao (Macrobrachium malcomsonii) ao endosulfan (organoclorado),
também relataram uma reducéo na taxa de sobrevivéncia desta espécie.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os resultados de
Saravana e Geraldine (2000) que relataram que altas concentragcbes de DM
apresentam um déficit para a sobrevivéncia dos organismos aquaticos.

Tramujas et al. (2006) relataram alteracbes em niveis histologicos nas
gbnadas de organismos aquaticos submetidos a diferentes concentracées de DM, o
que podera ser analisado em estudos futuros. Além disso, exposicdo a piretroides
pode interferir no sistema reprodutivo, uma vez que estes agentes quimicos sao

capazes de interferir no sistema enddcrino.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, tanto a DM como a CM
foram consideradas toxicas para o jundia na fase de desenvolvimento embrionario e
fase larval.

As concentracfes 0,01 e 0,1 mg/L de DM se apresentaram téxicas para a
fertilizacdo de ovos de jundia. J4 as concentragdes 0,1; 0,5 e 1,0 mg/L de DM
mostraram-se toxicas nas taxas de eclosédo e sobrevivéncia em 12 e 24 horas para
ovos e larvas de jundia.

Em relacdo a CM, as concentracfes de 0,001; 0,01 e 0,1 mg/L mostraram-se
toxicas para o jundia na fase de desenvolvimento embrionério em relacao a taxa de
fertilizacdo e eclosdo. Em relacdo a taxa de sobrevivéncia em 12 e 24 horas, a
concentracdo de 10 mg/L de CM se apresentou toxica para os ovos e larvas de
jundia. A concentracao de 0,001 mg/L de CM também se apresentou toxica na taxa

de sobrevivéncia em 24 horas.
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