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RESUMO

OSTI, S. C. de Toxicidade aguda, comportamento e analises
anatomopatolégicas em diferentes espécies de peixes expostos a
formulagdao comercial contendo deltametrina. [Acute toxicity, behavior and
anatomopathological analysis in different species of fish exposed to the
commercial formulation containing deltamethrin]. 2005. 111 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2005.

A toxicidade da formulagdo comercial contendo o praguicida piretréide
deltametrina foi testada nas espécies de peixe Danio rerio, Hyphessobrycon
bifasciatus, Geophagus brasiliensis e Oreochromis niloticus por meio de testes de
toxicidade aguda, avaliacdo de alteragdes comportamentais e analises
anatomopatoldgicas do figado e das branquias. A espécie D. rerio apresentou
CL50;48h igual a 0,078ug L™, a espécie H. bifasciatus apresentou CL50;48h igual
a 0,082ug L™, a espécie G. brasiliensis apresentou CL50;48h igual a 0,594ug L'e
O. niloticus apresentou CL50;48h igual a 0,954ug L. As andlises de
comportamento realizadas com as espécies D. rerio e H. bifasciatus mostrou ser
a segunda mais sensivel ao praguicida, revelando alteragbes significativas nas
menores doses de exposigdo. As analises anatomopatoldgicas realizadas com a
espécie G. brasiliensis quando exposta a concentragdes subagudas do praguicida
mostrou vacuolizacdo e degeneragdo nuclear hepatica e nas branquias a
ocorréncia de hiperplasia lamelar e fusdo nas lamelas secundarias que
aumentaram em fung¢do da concentragéo do praguicida e do tempo de exposicéo.

Os resultados demonstraram elevada toxicidade do praguicida para todas as

espeécies testadas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Histopatologia animal. Peixes. Comportamento
animal. Piretréides em animal.



ABSTRACT

OSTI, S. C. de Acute toxicity, behavior and anatomopathological analysis in
different species of fish exposed to the commercial formulation containing
deltamethrin. [Toxicidade aguda, comportamento e analises anatomopatoldgicas
em diferentes espécies de peixes expostos a formulagdo comercial contendo
deltametrina]. 2005. 111 f. Tese (Doutorado em Ciéncias)- Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2005.

The toxicity of the commercial formulation containing the pesticide pirethroid
deltamethrin was tested in the species of fish Danio rerio, Hyphessobrycon
bifasciatus, Geophagus brasiliensis and Oreochromis niloticus through tests of
acute toxicity, evaluation of behavioral alterations and anatomopathological
analysis of the liver and of the gills. The species D. rerio presented LC50;48h
equals to 0,078ug L™ the species H. bifasciatus presented LC50;48h equals to
0,082ug L-1, the species G. brasiliensis presented LC50;48h equals to 0,594ug L-
1 and O. niloticus presented LC50;48h equals to 0,954ug L-1. The analysis of
behavior accomplished with the species D. rerio and H. bifasciatus showed that
the second one was more sensitive to the pesticide, and revealed significant
alterations in the exhibition of fewer doses. The anatomopathological analysis
accomplished with the species G. brasiliensis, when exposed to underacute
concentrations of the pesticide, showed vacuolization and hepatical nuclear
degeneration and the occurrence of lamellar hyperplasia in the gills plus fusion in
the secondary lamellas which were increased due to the concentration of the

pesticide and of the time of exposition. The results demonstrated high toxicity of

the pesticide for all of the tested species.

Key words: Ecotoxicology. Animal histopathology. Fish. Animal behavior.
Pirethroids in animal.
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1 INTRODUGAO

Para o controle significativo de organismos capazes de prejudicar a produgao
agricola ou que podem transmitir doengas aos homens e animais, empregam-se
praguicidas (ou pesticidas), denominacgao esta dada ao grupo de substancias que
servem para matar, controlar ou combater as pragas (insetos, acaros,
roedores,etc). Praguicidas sao utilizados pela humanidade ha milhares de anos,
desde a queima de enxofre para fumigar os lares gregos por volta de 1000 a.C.,
passando pelos compostos de arsénio, utilizados como inseticidas nas décadas
de 1930 e 1940 (BAIRD, 2002). O emprego de praguicidas em escala mundial
ocorreu apos a Segunda Guerra Mundial, sendo a substancia diclorofenil-
tricloroetano, sintetizada em 1872 por Ottmar Zeidler e com acdo inseticida
verificada em 1939 por Paul Miller, utilizada para o combate de insetos
transmissores de doengas como malaria, febre amarela e doencga do sono, com a
designacao de DDT. Esse composto controlou a populagdo de pragas agricolas,
permitindo um salto de produgdo nunca visto. Posteriormente, notou-se que o
DDT, assim como outros praguicidas do grupo dos organoclorados, € altamente
lipossoluvel e persiste no meio ambiente por um periodo muito longo apos seu
uso. No final da década de 1930, foram também sintetizados os praguicidas
organofosforados e, mais tarde, os carbamatos, ambos com alto potencial de
toxicidade para seres humanos e animais, sendo que alguns organofosforados
foram sintetizados, inclusive para serem utilizados como armas de guerra (sarin,

tabun e somam).
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1.1 PIRETROIDES

A busca por praguicidas com toxicidade seletiva para pragas e que nao
persistissem muito tempo no meio ambiente fez com que surgissem os
piretroides, obtidos a partir do estudo de alteragdes na estrutura quimica das
piretrinas. Esta € uma classe de inseticidas botanicos utilizados pelos chineses
antes da era Crista, extraidos das folhas secas do crisantemo (Chrysanthemum
cinerariaefolium) (HARTLEY; WEST, 1969). As piretrinas nao possuem
estabilidade a luz e ao calor, sendo facilmente degradadas; por outro lado os
piretréides sdo mais estaveis e possuem grande poder inseticida. Os pesticidas
piretréides foram introduzidos no mercado em 1980 e em 1982 ja representavam

30% dos inseticidas utilizados no mundo.

1.1.1 Classificagao

A partir de observagdes em ratos, Verschoyle e Aldridge (1980) classificaram
esses praguicidas em dois tipos: Tipo | e Tipo Il, designando respectivamente os
sinais e sintomas da intoxicagcao produzida pelos mesmos de sindrome T e CS.

A sindrome T, com efeitos neuroldgicos periféricos, caracteriza-se pela
presengca de comportamento agressivo e aumento da sensibilidade a estimulos

externos, surgindo, em seguida, um tremor fino que se torna mais severo até que
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os animais fiquem prostrados e com tremores generalizados por todo o corpo.
Ocorre aumento da temperatura interna, provavelmente devido a excessiva
atividade muscular associada aos tremores (WHITE et al., 1988). Estado incluidos
nesta classe os compostos aletrina, permetrina, resmetrina, fenotrina, bifentrina,
bioaletrina, teflutrina e tetrametrina.

A sindrome CS, com efeito central, é caracterizada inicialmente pelo
aparecimento de comportamento de escavar e fazer tocas, seguidos por profusa
salivagcao, tremores grosseiros generalizados, aumento das respostas de
sobressalto, locomocdo anormal envolvendo rigidez do trem posterior e
diminuicao da temperatura corporal. O tremor grosseiro progride até a coreatetose
(RAY; CREMER, 1979) e gradualmente até convulsdes clénicas, que podem ser
potenciadas pelo estimulo sonoro. Sinais analogos a essas duas sindromes foram
observados em camundongos (LAWRENCE; CASSIDA, 1982; STAATZ et al.,
1982) e baratas (GAMMON et al, 1981; SCOTT; MATSUMURA, 1983) apos
exposicao a piretroides.

Estruturalmente, os piretréides do tipo Il apresentam um grupo 2-a-ciano —
fenoxibenzil e os do tipo | ndo o apresentam (Figura 1). Observa-se que a
sindrome CS ocorre sempre que o piretroide apresenta esse grupo ciano. Estédo
incluidos nessa classe os compostos deltametrina, ciflutrina, cialotrina, lambda-
cialotrina, cipermetrina, alfa-cipermetrina, fenvalerato, esfenvalerato e flumetrina.

Alguns piretroides, como a fenpropatina, induzem a uma sindrome
intermediaria (sindrome TS) com sintomas predominantemente do tipo | e, em
menor escala, alguns do tipo Il (VERCHOYLE; ALDRIDGE, 1980; GAMMON et

al., 1981)
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Cl

ermetrina cipermetrina
p

Figura 1 - Estrutura de piretréide do tipo | (permetrina) sem presenca do grupo 2-a-ciano
— fenoxibenzil e de piretréide do tipo Il (cipermetrina) com presenga do
grupo2-a- ciano — fenoxibenzil

1.1.2 Mecanismos de agao

Os piretroides atuam sobre a permeabilidade i6nica, nos canais de sodio da
membrana de células nervosas (MIYAMOTO et al,, 1995). Narahashi (1984)
demonstrou que os piretréides podem provocar a abertura dos canais de sodio
nas células nervosas, levando a um pds-potencial positivo ou supressdo do
periodo refratario apds o potencial de acdo; essa alteragdo promove disparos
neuronais repetitivos na presengca de um unico estimulo. Vijverberg e Van Der
Bercken (1990) relacionaram muitos dos sintomas neuroexcitatérios dos
piretroides com sua capacidade de modificar a atividade elétrica em varias partes
do sistema nervoso central. A atividade nervosa repetitiva, particularmente no
sistema nervoso sensorial, e a despolarizagdo de membranas, seguida
eventualmente pelo bloqueio da excitagdo, resultaria do prolongamento da
corrente de sodio durante a excitagdo da membrana e seria o sitio primario de

acao dos piretroides. Desta forma, o sitio de agao principal destes agentes é o
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canal de sodio dessas células, aumentando a condutancia deste ion, mas parece
que outros canais de ions também estdo envolvidos (FORSHAW et al.,1993).
Assim, piretréides do tipo Il causam descargas repetitivas em neurdnios
sensoriais e disturbios na transmissao sinaptica (NARAHASHI, 1986). Gamoon et
al. (1982) mostraram também que piretréides do tipo Il interagem quer com os
sitios para benzodiazepinicos, quer com os da picrotoxina barbiturato do
complexo receptor GABA-ionoforo de cloreto, bem como atuam nos receptores
colinérgicos e nicotinicos (JOY, 1994). Narahashi et al. (1996) afirmam que a
diferenca de toxicidade dos piretroides entre mamiferos e insetos deve-se a cinco
fatores: a sensibilidade dos canais de sodio, as modificacbes nos canais de sédio
devido a diferenca de temperatura, a reversibilidade dos canais de sdédio, a
detoxificacao dos piretréides e ao tamanho do corpo do animal.

A comparacgao dos efeitos da cismetrina, piretréide do tipo |, e deltametrina,
piretréide do tipo Il, mostrou que ambos os praguicidas administrados
agudamente diminuiram de forma dose-dependente a atividade motora, no
entanto a exposi¢cao aos mesmos por 30 dias ndo produziu efeitos cumulativos. A
laténcia para a resposta de sobressalto ao estimulo acustico foi reduzida apos
administragdo aguda de deltametrina, enquanto que a cismetrina nao foi capaz de
altera-la; quanto a amplitude dessa resposta, observou-se decréscimo apéds a
exposicao a deltametrina e aumento apds a cismetrina. (CROFTON; REITER,
1987). Essas diferengca foram atribuidas ao efeito da deltametrina em sitios
gabaérgicos, que estdo relacionados a resposta de sobressalto (GALLAGER et
al., 1983).

Hijzen e Slangen (1988) verificaram que piretroides do tipo | aumentam a

amplitude da resposta de sobressalto, tanto na presenca, como na auséncia de
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sinais claros de toxicidade aos praguicidas, entretanto apresentaram efeitos
menos uniformes que a permetrina, isto &, a deltametrina reduziu a amplitude do
sobressalto e a cipermetrina aumentou a mesma. Os autores relacionaram essas
variagdes com um efeito indireto dos piretroides do tipo Il no metabolismo e por
uma acao direta dos mesmos no musculo. Assim, estaria explicado o aumento da
resposta na vigéncia de toxicidade baixa e seu decréscimo quando a toxicidade é
relativamente alta.

Segundo Gammon et al. (1982), o pré-tratamento com diazepam (agonista de
receptores GABA) protege camundongos e baratas da convulsdo induzida pela
deltametrina e pelo fenvalerato, o que reforca a idéia que piretroides do tipo Il
tenham uma agéao em sistemas gabaérgicos centrais (RAO et al., 1995).

Bradbury et al. (1981) observaram que a mefenesina, um relaxante muscular
que bloqueia a excitabilidade dos reflexos espinais, foi capaz de proteger ratos da
morte induzida pela cismetrina e deltametrina. Esse efeito, provavelmente, reflete
acdes nao especificas do relaxante muscular no SNC desde que a dose utilizada
foi bastante grande (BERGER; BRADLEY, 1946).

A estrutura quimica dos piretroides afeta a resposta de sono induzida pelo
pentobarbital. Desta forma, piretréides que contém o grupo ciano diminuem,
enquanto os que contém o grupo etinil prolongam o tempo de sono induzido pelo
pentobarbital (TSUJI et al., 1996).

Crofton e Reiter (1987) propdem que os efeitos toxicos centrais dos piretréides
do tipo Il sejam consequéncia da interagdo com os sitios da picrotoxina, fato que
nao exclui efeitos desses praguicidas em outros locais. Assim, existem muitas
similaridades entre os efeitos dos piretréides do tipo Il e da a picrotoxina. De fato,

observa-se potenciagao dos efeitos de ambos na atividade motora e na resposta
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acustica. Somente piretréides do tipo |l sdao capazes de competir com
radioligantes pelo sitio da picrotoxina. A picrotoxina induz salivagdo (HAHN,
1960), hiperexcitacdo, estimulagdo respiratoria, convulsdes tbénico-clonicas,
convulsdes clbénicas “incoordenadas” (FRANZ,1980), hiperglicemia (TATUM,
1922) e hipotermia (ROSENTHAL, 1941). Da mesma forma, a deltametrina, bem
como outros piretréides do tipo Il, eliciam salivagdo, tremores corporais,
coreatetose, convulsdes clénicas (RAY; CREMER, 1979; VERCHOYLE;
ALDRIDGE, 1980), hiperglicemia (CREMER; SEVILLE, 1982) e hipotermia (RAY;
CREMER, 1979).

Com relagdo a sistemas colinérgicos, a permetrina inibe a atividade da
acetilcolinesterase em todo o cérebro do rato, enquanto a cipermetrina aumenta a
atividade da enzima, o que sugere que a permetrina, a cipermetrina e o substrato
da acetilcolina interagem com sitios hidrofébicos e sdo capazes de se ligar
simultaneamente a enzima (RAO; RAO, 1995).

Alguns trabalhos da literatura preocupam-se, em particular, com alguns dos
sintomas das sindromes dos tipos | e Il produzidas por piretrdides. Assim, Ray e
Cremer (1979) verificaram que o pré-tratamento com atropina foi capaz de
antagonizar a salivagdo, a bradicardia transitéria e a miose induzida pela
administracao da deltametrina. Todavia, foi observada apenas protec¢ao parcial da
coreatetose pelo anticolinérgico e o exame da atividade anticolinesterasica néao
indicou quaisquer alteracdes na atividade da colinesterase no cérebro total ou no
cerebelo. Esses fatos sugerem que ndo se pode associar os efeitos motores
produzidos pelo piretréide diretamente com mecanismos colinérgicos, sendo
provavel que os mesmos dependam do balanco deste sistema com outros

sistemas centrais em relagdo aos ganglios da base (RAY; CREMER, 1979).
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Acrescenta-se ainda que Crofton e Reiter (1987) sugerem que piretréides do tipo
Il afetam a atividade motora, pelo menos em parte, devido a mecanismos
semelhantes aos da picrotoxina.

Fato adiciona foi a verificacdo de que as alteragdes eletroencefalograficas
corticais produzidas pela administragdo de praguicidas, nao se correlacionam com
os sinais e sintomas da intoxicagao, fato que sugere origem subcortical para as
descargas produzidas por piretréides (RAY, 1980).

Por outro lado, piretréides tanto do tipo | quanto do tipo Il produzem aumento
de movimentos ndo ambulatérios (tremor, levantar, grooming e outros),
diminuindo por vezes os movimentos ambulatérios (CROFTON; REITER, 1984;
CROFTON; REITER, 1988; HIJZEN, 1988 HUDSON, 1986; MITCHEL et al.,
1988). Os piretrdides dos tipos | e Il provocam aumento no conteudo estriatal de
DOPAC, que é um metabdlito da dopamina, mas nao sao conhecidas diferencgas
especificas na forma de interacdo destes inseticidas com o sistema estriatal
dopaminérgico (DOHERTY, 1988).

Existem evidéncias de que a coreatetose induzida pela deltametrina esta
associada a hiperexcitabilidade extrapiramidal (RAY, 1982), e que esse
praguicida, aplicado diretamente nas vias nigroestriatais ou mesolimbicas, produz
comportamento de girar, o qual parece nao estar relacionado causalmente com a
dopamina estriatal (BRODIE; OPACKA, 1985). Segundo Lock e Berry (1981), os
sinais da intoxicagao aguda que culminam na coreatetose ndo se assemelham
aqueles produzidos pela picrotoxina.

Rose e Dewar (1983) mostraram que a piloeregao, a rigidez do posterior, a
ataxia, os tremores a e hipersensibilidade aos estimulos sonoros sao resultados

do efeito farmacoldgico de piretroides em membranas excitaveis. Em particular, a
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ataxia e a rigidez do trem posterior ndo seriam consequéncias de uma lesao no
nervo pelo praguicida. Tilson et al (1985) verificaram que a 5,5-difenilhidantoina,
um bloqueador de canais de sddio, foi capaz de reverter os tremores induzidos
pela permetrina, falhando porém em atenuar os sinais téxicos induzidos pela
cismetrina ou pela deltametrina.

Hussain et al. (1994), examinando 0 mecanismo neurotoxico da deltametrina,
observou que esta diminuiu significativamente a massa do cerebelo, ponte,
hipotalamo, cortéx frontal e corpo estriado em comparacéo ao controle. O cérebro
dos animais do grupo experimental mostrou alteragbes na atividade Na®*, K-
ATPase microssomal, também um aumento na acetilcolinesterase microssomal e
na atividade da monoamina oxidase mitocondrial. Observou-se, ainda, aumento
na atividade locomotora e prejuizo no aprendizado. Os niveis maximos de
espermina e espermidina foram registrados no hipocampo, enquanto as
poliaminas estavam diminuidas no coértex frontal. O binding das membranas
estriatais indicou alteracdes nas mesmas. A deltametrina levou a desvios nos
niveis de poliamina entre as partes do cérebro, podendo ser a causa de
alteragdes patofisioldgicas do neurdnio.

Bloom et al. (1983), comparando os efeitos da administragdo aguda de
permetrina e deltametrina no comportamento condicionado operante de
pressionar a barra, verificaram que ambos praguicidas reduziram, de forma dose-
dependente, a taxa de respostas e concomitantemente diminuiram o consumo de
alimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Stein et al. (1987) quando
testaram, no mesmo modelo, a aletrina, a deltametrina, a permetrina e o
fenvalerato em doses de 10 a 100 vezes menores que os valores da DL50 desses

praguicidas. Os autores comentaram que esses estudos comportamentais foram
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bastante sensiveis para avaliar efeitos toxicos dos praguicidas em questao. Além
disso, ratos submetidos a tarefas com esquemas de multiplo reforgo
apresentaram respostas diferenciais a piretroides do tipo | e Il (PEELE;
CROFTON, 1987).

Moniz et al. (1994) constataram que o pré-tratamento com fenvalerato diminuiu
a frequéncia de resposta de esquiva ativa e de respostas condicionadas em um
esquema operante ja estabelecido. Por outro lado, administracbes do fenvalerato
pré-treino ou pré-teste produziram efeito facilitatério nas respostas de esquiva
passiva e prejudicaram as respostas de esquiva ativa. Segundo esses autores,
essas alteracbes podem ser devidas a um aumento de emocionalidade
decorrente da agao do fenvalerato no sistema simpatoadrenal. Em adicdo, Maity
(1991) encontrou prejuizo na consolidagdo da memdria, na aquisicao e resposta
de esquiva passiva com o fluvalinato, que € também um piretréide do grupo |Il.

Neste sentido, Cremer e Seville (1982) sugeriram que as duas sindromes
induzidas pelos piretroides estariam associadas a ativagdo do eixo medular-
simpatoadrenal. Assim, observou-se que o intenso tremor (sindrome do tipo |
induzida pela cismetrina) era comparavel aquele produzido pelo estresse por
corrida. Por outro lado, a coreatetose (sindrome do tipo Il), induzida pela
deltametrina, apresentou-se associada a altos niveis de noradrenalina e
adrenalina, comumente detectados em certas situacbes de estresse, sendo
acompanhada por hiperglicemia e aumento dos niveis séricos de lactato.

Estudos in vitro com a célula chromaffin de bovino mostraram que a
administracao de deltametrina levou a aumento dose-dependente na liberagcdo de

catecolaminas (BICKMEYER et al., 1994).
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A administragdo de altas doses de deltametrina libera noradrenalina e
adrenalina (CHANH et al., 1984; CREMER; SEVILLE, 1982); além disso, baixas
doses deste mesmo praguicida eliciam respostas autondmicas e neuroenddécrinas
vigorosas, que indicam altos niveis de estresse, provavelmente causadas pelas
propriedades neurotodxicas do inseticida (BOER et al., 1988).

Quanto aos efeitos dos piretroides em parametros reprodutivos, Abd el Aziz et
al. (1994) observaram que ratos machos tratados com deltametrina durante 65
dias apresentaram diminuigdo do peso dos dérgaos genitais, maior porcentagem
de morte e anormalidades morfolégicas nos espermatozéides, bem como redugéo
nos niveis de testosterona plasmatica.

A exposicao materna na lactacido a cialotrina, contudo, ndo altera a atividade
motora e o peso corporal dos filhotes até 21 dias de idade, porém prejudica as
respostas destes animais aprendidas na idade adulta (MONIZ et al., 1990). A
exposicao a este mesmo piretrdide durante a gestagdo provoca um atraso no
nascimento da pelagem, na abertura dos olhos e orelhas e na descida dos
testiculos. Entretanto, a observacdo aos 90 dias de idade mostra que nao ha
influéncia na atividade motora, no aprendizado e memoaria na tarefa de esquiva,
bem como no comportamento sexual (GOMES et al.,1991a, b).

Bhunya e Pati (1990), estudando a administragdo de deltametrina,
identificaram indugao de aberragbes cromossémicas significantes e uma relagao
linear entre a dose de deltametrina e a frequéncia de aberragdes cromossémicas,
micronucleos e anormalidades no esperma. O fenvalerato, por sua vez, nao
induziu a efeitos genotéxicos (SURRALLES, 1995). Por outro lado, Mlynarcikova

(1995), em estudos sobre os efeitos do supermetrina na reprodug¢ao de codornas,
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bem como no estado geral de saude, na taxa de residuos nos 6rgaos, nos tecidos
€ ovos, concluiu que este piretréide pode ser considerado seguro.

O tratamento neonatal de camundongos com deltametrina e bioaletrina
aumentou a atividade motora e a um decréscimo na densidade dos receptores
colinérgicos muscarinicos no cortex cerebral dos animais tratados com bioaletrina.
Também mostrou uma tendéncia ao decréscimo da densidade desses receptores
nos animais tratados com deltametrina (ERIKSSON, 1991). O mesmo autor afirma
que disturbios no sistema colinérgico durante o desenvolvimento neonatal podem
levar a alteragdes permanentes neste sistema e a alteragdes comportamentais
dos animais adultos.

Eriksson (1993) verificou que ratos expostos ao DDT no periodo neonatal e a
bioaletrina quando adultos, apresentam alteracbes nos receptores muscarinicos
colinérgicos, indicando, desta forma, o aumento de susceptibilidade dos
receptores colinérgicos muscarinicos nos animais expostos a este tratamento
quando comparados aos tratados com o veiculo aos 10 dias de idade e a
bioaletrina quando adultos.

A administracdo de fenvalerato e da cipermetrina durante a gestacédo e
lactacdo eleva os niveis de receptores dopaminérgicos e muscarinicos na
membrana estriatal dos animais. Essas alteracdes sao mais evidentes em animais
tratados durante a lactagcdo com relagdo aqueles expostos durante a gestagéo,
esses animais apresentam também um aumento na acetilcolinesterase e uma
diminuicdo na momoanima oxidase e Na*, K+ ATPase cerebral. Assim, alteracdes
nas vias dopaminérgicas e colinérgicas sdo mais pronunciadas durante o periodo
de crescimento e podem levar a prejuizos funcionais no cérebro adulto

(MALAVIYA, 1993).
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O emprego dos inseticidas piretroides em grande escala nas atividades
agropecuarias vem aumentando a contaminagdo das 4aguas por essas
substancias em virtude do arraste a rios e lagos pelas aguas pluviais, despejo de
restos de solugbes de praguicidas ou da limpeza dos recipientes e utensilios
utilizados na aplicagao, entre outros (FELLENBERG, 1980). No Brasil, o piretréide
deltametrina  (2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil)-ciclopropilcarboxilato  de  alfa-
cianofenoxibenzilo) € muito utilizado, tanto em aplicagdes agricolas como
domésticas,em particular no combate as pulgas, carrapatos e escabiose em
animais de estimacao.

Esses fatores, ano apds ano, aumentaram o interesse da sociedade em
reduzir os danos causados ao meio ambiente, destacando-se, aqui, grande
preocupacdo em relacdo aos ecossistemas aquaticos, estes de fundamental
importancia para a preservagcdo da vida no planeta. Esses ecossistemas
apresentam uma série de mecanismos fisicos, quimicos e biolégicos para a
assimilagao dos efeitos de substancias téxicas, mas quando estas atingem niveis
acima da capacidade assimilativa do corpo receptor, afetam a sobrevivéncia, o
crescimento e a reprodugdo dos organismos que ali vivem, degradando a

qualidade das aguas.
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1.1.3 Deltametrina

A deltametrina foi sintetizada em 1974 e comercializada pela primeira vez
em 1977. Em 1987, o consumo de deltametrina no mundo era de 250
toneladas/ano. Quimicamente, a deltametrina é o 2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil)-
ciclopropilcarboxilato alfa-cianofenoxibenzilo (Figura 2).

A deltametrina em grau técnico contém mais de 98% deltametrina.
Apresenta-se como um pé branco cristalino, com densidade 0.5 g cm (20 °C),
massa molecular relativa de 505.24 u, ponto de fusdo 98-101 °C, ponto de
ebulicdo de 300 °C e solubilidade em agua menor que 0.002 mg L™ (20°C) e
bastante solivel em solventes organicos. E estavel a temperatura (6 meses a

40°C), iluminagcédo e em contato com ar, mas instavel em meios alcalinos .

Br (S)-alcohol (1R)-cis-acid

Figura 2 - Férmula estrutural da deltametrina

A deltametrina é comercializada em formulagcbes como emulsao
concentrada, solugdes liquidas, suspensdes, po ou detergentes, isolada ou em
combinagao com outros praguicidas. Sua atividade inseticida € aumentada pela

presenca de sinergistas.
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Sua forma comercial é utilizada, principalmente, em algodao (45% do
consumo) e em colheitas como café, milho, cereais, frutas, legumes e em
produtos armazenados. A deltametrina também é utilizada em saude animal, em

controle de vetores de doencas e em saude publica.

1.1.3.1 Metabolismo da deltametrina

A via de biotransformacdao de maior importdncia para os compostos
piretréides € a hidrdlise da molécula pela clivagem na ligagao éster por meio das
carboxiesterases encontradas em associacdo a fracdo microssomal de
homogenatos de tecidos e disponiveis no figado, no cérebro, rins e sangue.
Depois da administracdo oral em ratos, a deltametrina e seus produtos de
biotransformacado sdo quase que completamente excretados num periodo de 8
dias. O &cido crisantemonocarboxilico € excretado sob a forma inalterada e
conjugado com o UDPGA (acido uridindifosfato glicurénico), PAPS (3-
fosfoadenosina e 5- fosfosulfato), glicina e taurina. O radical cianeto é excretado
mais lentamente, como tiocianato (LARINI, 1999). As rotas metabdlicas da
deltametrina em mamiferos estdo resumidas na Figura 3.

As informagdes sobre o metabolismo de piretroides em humanos séo
limitadas a um restrito numero de estudos que envolveram pessoas expostas a
estes praguicidas em seus trabalhos. Para trabalhadores expostos a deltametrina,

os metabdlitos identificados em amostras de urina foram consistentes com os
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caminhos metabdlicos para este praguicida identificados em roedores

(SODERLUND et al., 2002).
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1.1.3.2 Toxicidade do praguicida deltametrina
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Varios estudos foram feitos para que a toxicidade da deltametrina fosse

conhecida em varias espécies animais. Os resultados demonstraram toxicidade

elevada para peixes, anfibios e invertebrados se comparada a toxicidade para

mamiferos. A tabela 1 apresenta a toxicidade da deltametrina para algumas

espécies animais.

Tabela 1 - Toxicidade aguda da deltametrina para varias espécies animais.

Organismo

Toxicidade

Fonte

DL50 = 50 mg kg’

KAVLOCH et al (1979)

DL50 = 100 mg kg™’

GLOMOT et al (1977)

Carpa (C. carpio)

DL50 =0.86 pg L™

KNAUF (1977)

Bagre (I. punctatus)

DL50 = 0,63 ug L™

BUCCAFUSCO et

al.(1977)

Girino (Bufo bufo)

CL50 =0,93 ug L™

L'HOTELLIER (1986)

Lagosta (H. americanus)

CL50 = 0.0014 ug L™

ZITKO et al (1979)

Abelha (A. mellifera)

0,051ug / organismo

STEVENSON et al (1978)
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1.2 TESTES DE TOXICIDADE

A preocupagao em prever efeitos ecoldgicos provenientes da acédo de
compostos quimicos sintéticos fez com que surgisse a necessidade de
desenvolver métodos eficientes, de modo a atender essa nova realidade.

A Toxicologia Aquatica, um dos ramos da Ecotoxicologia, cabe o estudo
"dos efeitos de quimicos manufaturados e de outros materiais, de atividades
antropogénicas e naturais sobre os organismos aquaticos em varios niveis de
organizacgao, desde o subcelular, com relagdo aos organismos, até comunidades
e ecossistemas" (RAND et al., 1995).

Entende-se por toxicidade, a propriedade inerente do agente quimico de
produzir efeitos deletérios sobre um organismo (RAND et al.,1995). Seu controle
constitui uma abordagem de avaliagao ha muito adotada por paises
desenvolvidos. Nos Estados Unidos, a EPA tem estabelecido programas de
pesquisas sobre ecotoxicidade e avaliacdo de risco, de modo a aumentar o
conhecimento nessas areas, aumentando a qualidade no controle da poluicdo
(EPA, 1991a).

De acordo com Chapman (1989), esse controle, além de fornecer
informacdes importantes sobre a extensdo da poluicdo no ambiente, avalia a
eficiéncia de agdes mitigadoras adotadas com o propésito de diminuir, ou mesmo,
eliminar sua origem. A realizacdo de testes de toxicidade foi incluida nesses
programas, constituindo uma das analises indispensaveis no controle de fontes de

poluicdo. Nesse caso, o monitoramento tradicionalmente realizado com a
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avaliacdo de parametros fisicos e quimicos é complementado com o
biomonitoramento, no qual informacdes sobre as respostas dos organismos frente
a modificagbes ambientais sado obtidas. Essa abordagem permite monitorar os
efeitos integrados de condi¢gdes ambientais e contaminantes, além de ser eficiente
na deteccao dos efeitos de poluentes presentes em niveis abaixo da capacidade
de métodos quimicos analiticos.

Os testes de toxicidade com organismos aquaticos, tanto em laboratério
como em campo, constituem uma pratica j4 adotada em programas de
monitoramento ambiental de muitos paises, inclusive no Brasil (ABNT, 1992,
1993; CETESB, 1991a; 1991b; 1992; EPA, 1989b; 1991b; GHERARD-
GOLDSTEIN et al, 1990; ISO, 1982). Apresentam como objetivo a avaliagado dos
efeitos de poluentes que potencialmente podem provocar alteracdes na qualidade
da agua, prejudicando a biota ali existente (SETAC,1993; RAND,1995). Esses
testes de toxicidade, realizados com organismos aquaticos representativos das
comunidades bioldgicas, possibilitam a avaliagdo da toxicidade conjunta dos
constituintes de um meio de natureza quimica complexa, tanto como suas
interacdes.

Os testes de toxicidade consistem em expor o organismo-teste a varias
concentragbes do agente toxico, durante um determinado intervalo de tempo,
podendo-se avaliar os efeitos sobre as fungdes bioldgicas fundamentais como
crescimento, reproducao e sobrevivéncia.

Na descricdo dos efeitos de um agente tdxico, sdo considerados, entre
outros, os efeitos agudos e crénicos. Esta classificagao relaciona-se ao ciclo de
vida do organismo que esta sendo testado com o tempo de exposicao do mesmo

a amostra durante o teste.
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Considera-se como efeito agudo a resposta rapida e severa dos
organismos aquaticos a um estimulo que se manifesta, geralmente, em um
intervalo de 0 a 96 horas. O efeito podera ser a letalidade ou alguma outra
manifestacdo que a antecede, como o estado de imobilidade. Os efeitos agudos
em testes de toxicidade sao avaliados usando-se geralmente a concentragao letal
(CL50) ou a concentracédo efetiva (CE50), ou seja, que causa imobilidade a 50%
dos organismos em teste, sendo essa a resposta considerada a mais significativa
para se extrapolar a uma populacéo (CETESB, 1992).

Efeito cronico traduz-se pela resposta a um estimulo que continua por
periodos que podem abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo. Esses
efeitos sdo observaveis em casos onde as concentracbes de agentes tdxicos
permitem a sobrevida do organismo, mas afetam uma ou mais fungdes bioldgicas
como crescimento, reprodugcdo , desenvolvimento de ovos, etc. Nos testes de
toxicidade cronica determina-se, entre outras variaveis, a concentragdo do agente
téxico que ndo causa o efeito observado (CENO - Concentragdo de Efeito Nao
Observado) e a concentragdo que causa esse efeito (CEO — Concentragdo de
Efeito Observado) (CETESB, 1992).

No Brasil, os testes ecotoxicolégicos ja despontam como ferramenta de uso
rotineiro, tanto para a avaliagdo da toxicidade de efluentes liquidos (BASSOI et
al., 1990; GHERARDI-GOLDSTEIN et al.,, 1990), que recentemente foram
regulamentadas para esse uso (SAO PAULO, 2000), como para o monitoramento
de aguas superficiais no Estado de Sao Paulo (BERTOLETTI et al.,

ZAGATTO et al.,1987 ; 1989 ; ZAGATTO; GHERARD GOLDSTEIN, 1991 ;

ZAGATTO et al.,1999).
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1.2.1 Organismos utilizados em testes de toxicidade

Apesar da crescente utilizacdo dos testes ecotoxicoldgicos, no Brasil,
poucas espécies de organismos aquaticos sdao empregadas em métodos
padronizados. Destacam-se entre as algas destacam-se Chorella vulgaris e
Selenastrum capricornutum, entre os crustaceos dulciaquicolas Daphnia similis,
Ceriodaphnia dubia, Hyalella azteca.

Para testes de toxicidade realizados com peixes, varias espécies de
pequeno porte foram utilizadas como as autdctones Cheirodon notomelas (piquira
ou canivete), Hemigrammus marginatus (lipis ou bandeirinha) , Hyphessobrycon
callistus (mato-grosso) e as exéticas Danio rerio (paulistinha) e Pimephales
promelas.

Os peixes podem ser descritos, entre os grupos taxonémicos utilizados em
testes de toxicidade, como aqueles que despertam maior atengdo aos leigos,
decorrente da facil visibilidade desses organismos, bem como do interesse
comercial e recreacional de diversas espécies. Também, esses podem ser
considerados representativos dos organismos que ocupam o topo da cadeia
tréfica aquatica e, também, apropriados para detectar os efeitos téxicos de
determinados agentes quimicos. Em decorréncia desses aspectos, tais
organismos sao fundamentais para avaliagao dos efeitos adversos de substancias
e para o estabelecimento de concentragcbes aceitaveis destas para os
ecossistemas onde vivem (BERTOLETT]I, 2000).

Apesar da riqueza taxondmica da maioria dos ambientes aquaticos naturais

no Brasil, sdo desconhecidas as caracteristicas de manutencao e reproducao de
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especies autdéctones em laboratério, o que implica no recrutamento dos
organismos-teste em ambientes naturais ou na aquisicao direta de criadores ou
do comércio aquarista

Como alternativa sdo recomendadas as espécies exoticas (aldctones)
Pimephales promelas e Danio rerio (CETESB,1990). A espécie Danio rerio
(Pisces, Cyprinidae) é a mais utilizada em funcédo da facil obtencédo (encontrada
no mercado como “paulistinha”), manutengdo em laboratério e reprodugcédo em
cativeiro, caracteristicas determinantes na escolha de uma espécie a ser
utilizadas para testes (ISO, 1982). A espécie P. promelas, embora recomendada
para testes de toxicidade, tem sua introducao no Brasil controlada pelo IBAMA,
sendo o usuario responsavel por seu confinamento (BERTOLLETI, 2000). Este
fato limita, assim, sua utilizagdo em testes de toxicidade, embora seja a espécie
que apresenta maior numero de dados sobre toxicidade para peixes, gragas a sua
constante utilizacido em testes em paises como Estados Unidos e Canada.

A necessidade da criagdo de programas de monitoramento ambiental
fazendo uso de espécies aquaticas autdoctones reside, sobretudo, em dois
aspectos: primeiro, no impacto, direto ou indireto que a introducéo intencional ou
nao, de uma espécie exotica teria sobre a dinAmica ambiental; segundo, na
qualidade da resposta que uma espécie autoctone podeia fornecer, ja que, em
geral, suas condi¢gbes de cultivo, bem como suas condicbes de teste, estdo
proximas das caracteristicas ambientais locais. Tais caracteristicas, como: dureza
da agua, pH, temperatura, oxigénio dissolvido tém influéncia significativa sobre a

acgao de agentes poluentes (ARENZON, 1996).
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O uso de espécies autéctones adaptadas as caracteristicas ambientais
certamente poderia prover resultados muito mais proximos da realidade, quando

comparados aos resultados obtidos com espécies exoticas.

1.2.1.1  Espécies de peixes autéctones

Algumas espécies de peixes autdctones podem ser consideradas modelos
potenciais para testes de toxicidade por sua presenca em um numero
representativo de corpos aquaticos e pela facilidade de manutencdo em cativeiro.
Estdo descritas a seguir duas espécies autéctones que apresentam as
caracteristicas citadas.

Hyphessobrycon bifasciatus (Pisces, Characidae) (Figura 4), espécie que
alcanca tamanho maximo de 5 centimetros, de coloracido prata, apresenta duas
faixas transversais negras préximas ao opérculo. Nao apresenta acentuado
dimorfismo sexual: o0 macho apresenta corpo mais alongado e os raios da
nadadeira anal mais longos e curvos que na fémea.

Conhecido popularmente como tetra amarelo, € encontrado em rios, riachos,
cérregos e lagoas nas regidoes Sudeste e Centro Oeste, vivendo em pequenos
cardumes, alimentando-se de larvas de insetos, vermes, matéria vegetal e até
mesmo alevinos de outras espécies (SANTOS, 1981).

Os criadores de peixes para o mercado aquarista obtiveram éxito na
reproducdo dessa espécie, embora sem conhecimento detalhado das condicdes:

temperatura de 25°C, pH 7,0 (+0,2), alimentados com ragao de peixes em flocos e
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utiizando como local de desova raizes de plantas aquatica flutuantes como
Eichhornia sp.(aguapé) e Pistia sp. (alface d’agua). Cada fémea deposita em
média 200 ovos, que eclodem apds 48 horas (AXELROD,1995).

Geophagus brasiliensis (Pisces, Ciclidae) (Figura 4) apresenta tamanho
maximo variando entre 16 e 20 cm, cabeca grande em relagéo ao corpo, que é
comprimido lateralmente, sobre um fundo esverdeado mostra discretas faixas
transversais escuras . Uma faixa negra, que desce do alto da nuca, atravessa os
olhos até o angulo pré-opercular. O macho na fase reprodutiva apresenta uma
protuberancia na cabeca que desaparece apods a reproducido. Reproduz-se com
grande facilidade, desovando aproximadamente 200 ovas no substrato e
garantindo a sobrevivéncia da maior parte da prole com grande cuidado parental.
A espécie pode suportar grandes variagcbes de pH e temperatura, sendo
encontrada em ambientes alcalinos, neutros ou acidos e com temperatura da
agua entre 10°C e 30°C.

Conhecido como cara, € uma espécie extremamente abundante em

ambientes do Brasil, da Bahia ao Rio Grande do Sul (SANTOS, 1981)

1.2.1.2 Espécies de peixes exoticas

Oreochromis niloticus(Pisces, Ciclidae) (Figura 4), a tilapia do Nilo, foi
introduzida no Brasil em 1758. E uma espécie que tem sido muito usada na
piscicultura mundial devido ao fato de ser bem resistente a doencgas, possuir

carne rica em proteina, ser bastante apreciada pela populagao, ter rapido ganho
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de peso e aproveitar melhor o residuo agropecuario, reduzindo assim o custo
para cultivo. Essa espécie geralmente é cultivada em tanques sujeitos a
contaminagao por praguicidas utilizados em plantagdes proximas.

Danio rerio (Pisces, Cyprinidae) (Figura 7), conhecido como paulistinha no
meio aquarista, era denominado como Brachidanio rerio até 1993 quando sua
denominacao foi alterada. E facilmente cultivado em cativeiro e por esse motivo
sao utilizados em testes de toxicidade na Europa e no Brasil. Apresenta um
grande volume de dados sobre niveis de toxicidade a diversas substancias,
embora nao seja encontrado dados que se refiram a toxicidade para praguicidas

piretroides comerciais.

Figura 4 - Espécies de peixes (a) Hyphesobrycon bifasciatus, (b) Geophagus brasiliensis,
(c) Oreochromis niloticus e (d) Danio rerio.

Deste modo, considera-se necessario que testes de toxicidade sejam

realizados para se possa comparar a toxicidade do praguicida deltametrina para
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especies de peixes autdctones e espécies exodticas, além de se estabelecer a
técnica mais adequada para essa comparagao, seja por testes de toxicidade
aguda ou avaliagbes mais sensiveis como analise anatomopatolégica ou

comportamental.
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2 OBJETIVOS

Diante do que foi exposto, esse trabalho apresentou os objetivos descritos

a segquir.

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a toxicidade do praguicida deltametrina em formulagao
comercial para as espécies Oreochromis niloticus, Danio rerio, Geophagus

brasiliensis e Hyphessobrycon bifasciatus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar os valores da toxicidade da deltametrina entre a espécie exdtica
Danio rerio e a espécie autéctone Hyphessobrycon bifasciatus.

Estudar as agbes do praguicida nos peixes testados por meio de testes
comportamentais.

Realizar analises anatomopatoldgicas nas branquias e figado, procurando

determinar possiveis alteragdes causadas pelo praguicida em estudo.
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Avaliar a representatividade das espécies Geophagus brasiliensis e
Hyphessobrycon bifasciatus em testes de toxicidade para avaliar os efeitos

agudos de praguicidas piretroides.
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MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo dos testes e obtencado dos resultados, foram utilizados os

materiais e adotados os métodos descritos nesse capitulo.

3.1

CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DA AGUA DE MANUTENGAO E

CULTIVO

Foram efetuadas analises fisicas e quimicas das amostras - temperatura, pH,

condutividade e oxigénio dissolvido.

Temperatura: Foi determinada utilizando-se termémetro de mercurio .

pH — Foi determinado com utilizagcdo de potencidmetro da marca Quimis,
modelo Q400BC.

Condutividade elétrica - Foi determinada com utilizagdo do
condutivimetro da marca Quimis, modelo Q795P.

Oxigénio dissolvido — Essa variavel foi determinada utilizando-se método
iodomeétrico de Winkler.

Dureza — Esse parametro foi determinado conforme Norma CETESB (1991

a).
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3.2 CONDICOES DE MANUTENGAO DOS ORGANISMOS

Para realizagdo dos testes com organismos em condi¢cdes ideais, foram
adotados as técnicas de manutencdo de acordo com tamanho e habitos

conhecidos de cada espécie.

3.2.1 Manutencgao de Danio rerio e Hyphessobrycon bifasciatus

Os organismos obtidos diretamente do criador foram dispostos inicialmente
em aquarios com capacidade total de 100 litros, onde foram colocados 80 litros
de agua de manutengdo obtida da rede de abastecimento e desclorada por
aeragédo intensa durante 24 horas. Em cada recipiente foi colocada uma
quantidade de organismos que mantivesse a relagado entre massa dos organismos
e volume de agua de manutencdo igual a 1,0 g de peixe por litro de agua,
conforme recomenda a norma CETESB (1990). Apds o periodo de aclimatagéo de
48 horas, 0s organismos que nao apresentaram sinais de doenga ou
comportamento anormal foram transferidos para aquarios com capacidade total
de 32 litros, mantidos durante uma semana para aclimatacdao total. Em cada
aquario foram colocados apenas exemplares da mesma espécie.

A agua de manutengao foi mantida a temperatura de 23°C (+ 2°C), dureza
42 mg L'CaCOs, pH 7,0 (+ 0, 2), intensidade luminosa de 600 lux e fotoperiodo

de 12 horas/luz. A agua foi aerada por meio de compressores de ar com saidas
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conectadas a sistemas de filtragem com la acrilica e carvao ativo, auxiliando,
assim, a manutencao da qualidade da agua, embora 25% do volume total fosse
trocado a cada 7 dias.

A alimentacgao de peixes foi feita com ragdes destinadas a essa finalidade,
observando-se que esta contivesse pelo menos 40% de proteina bruta. Forneceu-
se diariamente a média de 4% de ragao por massa fresca dos peixes. Foi utilizada
a racdo Tetramin® e ministrada conforme recomendado pelo fabricante, de
acordo com a norma (CETESB,1990) , por corresponder as exigéncias
nutricionais das espécies em questdo, ja que essa vem sendo criada pelos

psicultores e aquaristas com grande éxito quando alimentada com esse produto.

3.2.2 Manutencgao de Oreochromis niloticus e Geophagus brasiliensis

Os organismos obtidos diretamente do criador foram dispostos em aquarios
com capacidade total de 100 litros, onde foram colocados 80 litros de agua de
manutencio obtida da rede de abastecimento e desclorada por aeracéo intensa
durante 24 horas. Em cada recipiente foram colocados 25 organismos da mesma
espécie, com tamanho maximo de 5 centimetros.

A agua de manutengao foi mantida a temperatura de 23°C (+ 2°C), dureza
42 mg L'CaCOs, pH 7,0 (£ 0, 2), intensidade luminosa de 600 lux e fotoperiodo

de 12 horas/luz. A agua foi filtrada e aerada por meio de filtro externo Millenium®
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2000, com sistema de |a de acrilico e carvao ativo, embora 30% do volume total
fosse trocado a cada 7 dias.

Na alimentagdo dos organismos, foi utilizada a ragdo Alcon® e ministrada
conforme recomendado pelo fabricante, de acordo com a norma (CETESB,1990).
Essa ragao corresponde as exigéncias nutricionais das espécies em questéo e &

utilizada pelos criadores e aquaristas com grande éxito.

3.3 PRAGUICIDA UTILIZADO

Em todos os testes realizados utilizou-se formulagdo comercial K-Othrine®

CE 25 (25g i.a L' de deltametrina).
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3.4 TESTES DE TOXICIDADE

A metodologia adotada para os testes de toxicidade aguda com peixes em

sistema semi-estatico baseia-se nas normas da EPA (1994) e CETESB (1990).

3.4.1 Toxicidade aguda para Danio rerio e Hyphessobrycon bifasciatus

Foram utilizados organismos de tamanho homogéneo, obtidos dos lotes
mantidos em laboratério. Os testes foram realizados em aquarios com capacidade
total de trés litros. Em cada recipiente foram acondicionados 2,0 litros da amostra
e 5 peixes, desse modo utilizaram-se trés recipientes para cada solugao-teste
para que cada concentragao fosse testada em 15 organismos. Os testes tiveram
duracao de 48 horas, sendo mantidos na temperatura normal de manutencao dos
organismos. Durante esse periodo, os peixes nao foram alimentados e as
variaveis de pH, condutividade e oxigénio dissolvido foram analisadas no inicio e
no final de cada teste.

A letalidade ocorrida durante o teste foi anotada apés 3, 6, 24 e 48 horas
apos a exposigcao, sendo que os peixes mortos foram retirados e conservados em
formaldeido 4%, para posterior obtengdo de dados biométricos. Foram
considerados mortos os peixes que nao demonstraram reacdo apos serem

tocados no pedunculo caudal.
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Com a finalidade de estabelecer o intervalo de concentragao para o teste
de toxicidade definitivo, foram realizados testes agudos de 48 horas a fim de
conhecer a toxicidade da amostra, determinando-se o intervalo entre a menor
concentragcdo que causou imobilidade a 100% dos organismos e a maior

concentracido que nio causou imobilidade.

3.4.2 Toxicidade aguda para Geophagus brasiliensis e Oreocrhomis

niloticus

A metodologia adotada para os testes de toxicidade aguda com peixes em
sistema semi-estatico baseia-se nas normas da EPA (1994) e CETESB (1990).

Foram utilizados organismos de tamanho homogéneo , obtidos dos lotes
mantidos em laboratério, onde os organismos alcangavam comprimento maximo
de 5 centimetros. Os testes foram realizados em aquarios com capacidade total
de quatro litros. Em cada recipiente foram acondicionados 3,0 litros da amostra e
5 peixes, desse modo utilizou-se trés recipientes para cada solucao-teste para
que cada concentracdo fosse testada em 15 organismos. Os testes tiveram
duracao de 48 horas, sendo mantidos na temperatura normal de manutencao dos
organismos. Durante esse periodo, os peixes nao foram alimentados e as
variaveis de pH, condutividade e oxigénio dissolvido foram analisadas no inicio e
no final de cada teste.

A letalidade ocorrida durante o teste foi anotada apés 3, 6, 24 e 48 horas

apos a exposigcao, sendo que os peixes mortos foram retirados e conservados em
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formaldeido 4%, para posterior obtencdo de dados biométricos. Foram
considerados mortos os peixes que nao demonstraram reacdo apos serem
tocados no pedunculo caudal.

Com a finalidade de estabelecer o intervalo de concentracido para o teste
de toxicidade definitivo, foram realizados testes agudos de 48 horas,
determinando-se o intervalo entre a menor concentracido que causou imobilidade

a 100% dos organismos e a maior concentragao que nao causou imobilidade.

3.5 ANALISE ANATOMOPATOLOGICA PARA Geophagus brasiliensis

Para os testes anatomopatolégicos, foi utilizada a espécie Geophagus
brasiliensis, em fungcdo de sua maior resisténcia ao praguicida, o que permitiu
maior tempo de exposi¢cdo, e do tamanho dos individuos, que permitiu melhor
coleta de material para preparagao histologica.

Foram utilizados cinco aquarios com 32 litros de capacidade e 10 peixes
cada; um controle e os demais nas concentragdes 0,1CL50 , 0,25 CL50 e
0,5CI50 e 1,0CL50.

Como agua de diluigdo utilizou-se agua de cultivo. As solugbes foram
mantidas a temperatura de 23°C (+ 2°C), intensidade luminosa de 600 lux e
fotoperiodo de 12 horas/luz. A agua foi aerada por meio de bombas de ar e pedra
porosa. Na alimentacéo dos organismos, foi utilizada a ragéo Alcon®.

Nos periodos 24 horas, 48 horas e 168 horas um organismo foi submetido a

eutanasia em solucdo 50 mgL™" de benzocaina e foram coletadas amostras de
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branquias e figado para analise histolégica. Nao foram considerados para coletas
das amostra os organismos mortos durante o teste em fungdo da toxicidade do

praguicida.

3.5.1 Histopatologia

Os 6rgéaos coletados foram mantidos em solugdes de formaldeido 10% por
no minimo 24 horas. Posteriormente foram desidratados em solucdes alcodlicas
crescentes; diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Para realizacido dos
cortes foi utilizado micrétomo e apds serem deparafinados em xilol, foram
hidratados e corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE), sendo montados

em lamina e laminula.

3.6 AVALIACAO DE COMPORTAMENTO DAS ESPECIES Danio rerio e

Hyphessobrycon bifasciatus EXPOSTOS A DELTAMETRINA

Foram empregadas nos testes para as espécies D. rerio e Hyphessobrycon
bifasciatus, mais sensiveis nos testes de toxicidade aguda e, portanto, com
alteracbes de comportamento facilmente observaveis em menor periodo de

tempo.
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Foram utilizadas quatro concentragdes do praguicida, sendo a
menor 0,1CL50, as intermediarias 0,4CL50 e 1,0CL50 e a maior 10CL50. Os
experimentos constaram de 5 animais no controle e 10 animais por concentracéo
e por espécie de peixe. A agua destes aquarios foi submetida a controle fisico—
quimico (IBAMA, 1990). Os animais foram colocados nos aquarios-teste com
capacidade para trés litros de agua e foram demarcados, na parte frontal,
quadrados proporcionais ao dobro do tamanho do peixe, totalizando seis
quadrantes, trés superiores e trés inferiores. Esse procedimento foi adotado para
facilitar a marcacdo da movimentacao dos individuos durante o teste.

Apods o periodo de 15 minutos, para estabilizagao das condi¢cdes do peixe,
a deltametrina foi dissolvida diretamente na agua dos aquarios, utilizando
micropipetas e com diluicbes a partir de solugdo padrdo 1000ug L' de
deltametrina. Os parametros do comportamento dos peixes foram: subida a
superficie, tremor e corrida, frequéncia de aumento brusco da amplitude
opercular, Os batimentos operculares dos peixes foram medidos nos intervalos O-
15, 30-35 e 45-50 minutos apos a exposicdo as diferentes concentracbes do
piretroide. Os animais foram filmados por 1 hora e seus comportamentos

avaliados posteriormente.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para o calculo da toxicidade aguda, no qual determina-se a CL(1)50; 24 ou
48 horas, ou seja, a concentragao de agente téxico que causa imobilidade para
50% dos organismos expostos no periodo de 24 ou 48 horas (CETESB,1992), foi
utiizado o programa computacional “LC50 Programs JSPear test’
(HAMILTON,1977). Para comparar os valores de CL50;48h das diferentes
espécies, foi utilizado o teste comparativo multiplo ANOVA paramétrico. Em todos
0s casos os resultados foram considerados significantes para P < 0.05.

Os parametros fisico-quimicos e as mortalidades foram relacionados por
analise de agrupamento, utilizando o programa computacional Statistica. Esta
analise é utilizada para organizar conjuntos de objetos ou dados em grupos cada

vez maiores usando medidas de similaridade ou distancia.

Os resultados obtidos nos testes de comportamento foram analisados
utilizando o programa GraphPad - Instat, sendo empregada ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Dunnet para comparagao dos grupos com o grupo controle,

tanto para as laténcias quanto para as frequéncias dos comportamentos.
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4 RESULTADOS

Os testes realizados apresentaram os resultados apresentados nesse

capitulo.

4.1 TOXICIDADE AGUDA DO PRAGUICIDA DELTAMETRINA

Os testes realizados demonstraram toxicidade do praguicida semelhante
para D. rerio e H. bifasciatus. Os valores de CL50;48h assim estimados foram
0,078 ug L™ para D. rerio (Tabela 2 e Figura 5) e 0,082 ug L™ para H. bifasciatus
(Tabela 3 e Figura 6), com intervalos de confianga de 95% de probabilidade 0,05-
0,11 ug L™ para ambas.

Tabela 2 - Valores de CL50;48h do praguicida deltametrina para Danio rerio. Dados
obtidos de 5 testes com 15 animais/teste.

Numero do ensaio CL50;48h (ug L™) Intervalo de Confianga

1 0,08 0,07-0,10
2 0,07 0,06-0,09
3 0,07 0,05-0,09
4 0,08 0,07-0,10
5 0,09 0,07-0,11
CL50;48h médio 0,078
Faixa de toxicidade (+20) 0,05 a 0,11
Desvio-padrao 0,008367
Coeficiente de Variagdao 10,73%

P<0,05
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Toxicidade aguda da deltametrina p/ Danio rerio
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Figura 5 - Toxicidade aguda do praguicida deltametrina para Danio rerio

Tabela 3 - Valores de CL50;48h do praguicida deltametrina para Hyphessobrycon
bifasciatus. Dados obtidos de 5 testes com 15 animais/teste.

Ndmero do ensaio CL50;48h (ug L") Intervalo de Confianga

1 0,09 0,08-0,11
2 0,07 0,05-0,10
3 0,08 0,07-0,10
4 0,08 0,07-0,10
5 0,09 0,08-0,11
CL50;48h médio 0,082
Faixa de toxicidade (+25) 0,05 a 0,11
Desvio-padrao 0,008637
Coeficiente de Variagao 10,53%

P<0,05
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Toxicidade aguda da deltametrina p/ Hyphessobrycon bifasciatus
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Figura 6 - Toxicidade aguda do praguicida deltametrina para Hyphessobrycon bifasciatus

Os testes realizados com as espécies G. brasiliensis apresentaram valores
de CL50;48h médios estimados em 0,594 ug L' com intervalos de confianga de

95% de probabilidade de 0,33-0,94 ug L™ (Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 4 - Valores de CL50;48h do praguicida deltametrina para Geophagus brasiliensis.
Dados obtidos de 5 testes com 15 animais/teste.

Ndmero do ensaio CL50;48h (ug L") Intervalo de Confianga

1 0,66 0,51-0,85
2 0,45 0,33-0,61
3 0,63 0,46-0,85
4 0,71 0,53-0,94
5 0,52 0,39-0,69
CL50;48h médio 0,594
Faixa de toxicidade (+20) 0,33 a 0,94
Desvio-padrao 0,106442
Coeficiente de Variagdao 17,91%

P<0,05
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Toxicidade aguda da deltametrina p/ Geophagus brasiliensis
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Figura 7 - Toxicidade aguda do praguicida deltametrina para Geophagus brasiliensis

A espécie O. niloticus apresentou nos testes os maiores valores de
CL50;48h entre as espécies utilizadas, estimados em 0,954 ug L™ com intervalos

de confianga de 95% de probabilidade de 0,71-1,22 ug L™ (Tabela 5 e Figura 8).

Tabela 5 - Valores de CL50;48h do praguicida deltametrina para Oreochromis niloticus.
Dados obtidos de 5 testes com 15 animais/teste.

Ndmero do ensaio CL50;48h (ug L") Intervalo de Confianga

1 0,97 0,80-1,19
2 0,95 0,81-1,12
3 1,02 0,85-1,22
4 0,90 0,71-1,13
5 0,93 0,79-1,10
CL50;48h médio 0,954
Faixa de toxicidade (+20) 0,71 a 1,22
Desvio-padrao 0,045056
Coeficiente de Variagao 4.72%

P<0,05
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Toxicidade aguda da deltametrina p/ Oreochromis niloticus
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Figura 8 - Toxicidade aguda do praguicida deltametrina para Oreochromis niloticus

Nenhuma mortalidade foi observada em grupo de controle durante as
experiéncias.

O teste ANOVA mostrou diferengas significativas entre os valores de
CL50;48h das espécies de peixes utilizadas (F(3/19) = 269,85, P < 0,0001). O
teste Turkey-Kramer mostra que os valores de CL50;48h das espécies D. rerio e

H bifasciatus sao semelhantes (Figura 9).



55

— D.rerio
1.00 c == H. bisfasciatus
| ©zzz2d (3. brasiliensis
b I O. niloticus
0.754
5 _
e}
‘0
£ 0.50-
2
3
(&)
-
0.254
a a
0.00L | [EEEE

Figura 9 - Concentracéo letal a 50% dos organismos testados com deltametrina para as
diferentes espécies de peixes. Sdo apresentadas as médias e respectivos
erros-padrao . N= 5. Anova seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Tuckey —Kramer. Letras diferentes indicam diferengas significantes entre os

dados.

4.2 RELAGAO ENTRE CONCENTRAGAO E LETALIDADE NOS TESTES DE

TOXICIDADE AGUDA

As analises de agrupamento realizadas com os dados obtidos nos testes
de toxicidade aguda com as quatro espécies de peixes demonstraram relagdes
diretas entre as concentragbes do praguicida deltametrina e a letalidade. O
agrupamento demonstrado entre os valores de pH e oxigénio dissolvido evidéncia

as pequenas variagdes demonstradas entre todos os testes realizados com cada

especie.
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Figura 10 - Teste de andlise de agrupamento realizado com as variagdes de pH, oxigénio
dissolvido, letalidade e concentragdes de deltametrina para a espécie Danio rerio. Os
testes demonstram semelhancga entre as variagdes de mortalidade e concentragao de

praguicida.
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Figura 11 - Teste de analise de agrupamento realizado com as variagbes de pH, oxigénio
dissolvido, letalidades e concentragbes de deltametrina para a espécie
Hiphessobrycon bifasciatus nos cinco testes de toxicidade realizados. Os testes
demonstram semelhanca entre as variagbes de mortalidade e concentragdo de
praguicida.
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Figura 12 - Teste de andlise de agrupamento realizado com as variacbes de pH, oxigénio
dissolvido, letalidades e concentragdes de deltametrina para a espécie Geophagus
brasiliensis nos cinco testes de toxicidade realizados. Os testes demonstram
semelhanca entre as variagdes de mortalidade e concentragao de praguicida.
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Figura 13 - Teste de analise de agrupamento realizado com as variagbes de pH, oxigénio
dissolvido, letalidades e concentragdes de deltametrina para a espécie Oreochromis
niloticus nos cinco testes de toxicidade realizados. Os testes demonstram semelhanca
entre as variagdes de mortalidade e concentragédo de praguicida.
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4.3 ANALISE DE COMPORTAMENTO

Os parametros de comportamento analisados, frequéncia de subida a
superficie, tremor/corrida, frequéncia opercular e perda de equilibrio,

apresentaram os resultados:

4.3.1 Frequéncia de comportamentos das espécies D. rerio e H. bifasciatus

durante exposic¢ao a deltametrina.

A frequéncia de comportamentos de peixes Danio rerio expostos a
diferentes concentracdes de deltametrina que foram observados por 60 minutos,
sendo apresentadas as médias e respectivos erros-padrao das frequéncias na
Tabela 6.

Com relacdo a freqléncia de subida a superficie, a ANOVA indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 4,302, p = 0,0060). O teste de
Dunnet indicou que os animais expostos a 10CL50 apresentaram aumento
significante da frequéncia de subida a superficie (p < 0.05).

Com relagao a frequéncia de perda de equilibrio, a ANOVA indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 4,326, p = 0,0059). O teste de
Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1 CL50 e 10CL50 apresentaram

aumento significante da frequéncia de perda de equilibrio (p < 0.05), indicando
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também, que os animais expostos a CL50 apresentaram aumento muito
significante desta frequéncia (p < 0.01).

Com relacao a frequéncia de tremor/corrida, a ANOVA indicou a existéncia
de diferencas significativas (F (4/36) = 7,446, p = 0,0002). O teste de Dunnet
indicou que os animais expostos a CL50 apresentaram aumento significativo da
freqUéncia de tremor/corrida (p < 0.01).

Com relacdo a frequéncia de amplitude opercular, a ANOVA indicou a
existéncia de diferencgas significativas (F (2/20) = 11,516, p = 0,0005). O teste de
Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1CL50 apresentaram aumento

significante da frequéncia de amplitude opercular (p < 0.01).

Tabela 6 - Freqiéncia de comportamentos de peixes Danio rerio expostos a diferentes
concentracoes de deltametrina, observados por 60 minutos. Sao apresentadas
as médias e respectivos erros-padrao das freqiéncias. () = numero de
animais.

Grupos

Comportamentos Controle 5) 0,1CL50(9) CL50 (9) 4 CL50 (9) 10 CL50

(9)

Subida a 12,80+3,76 9,11+ 1,36 16,44 + 3,79 15,78 +2,84 36,89 + ,5*
Superficie
Perda de 0,40+ 0,40 18,67 £5,0* 26,89+3,7** 15114253 20,67 +4,8*
Equilibrio
Tremor/Corrida 21,80+540 39,44+519 52,78+5,6* 24,56 +,68 18,78 £5,35
Amplitude 11,60 £3,07 42,78 +5,7** 21,33+2,82
Opercular

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagao ao grupo controle
**p < 0.01 em relagéo ao grupo controle

A laténcia dos comportamentos de peixes Danio rerio expostos a diferentes
concentracdes de deltametrina, que foram observados por 60 minutos, estdo

apresentadas as médias e respectivos erros-padrao das laténcias na tabela 7.
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Com relagao a laténcia de subida a superficie, a ANOVA néo indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 2,009, p = 0,1141).

Com relagao a laténcia de perda de equilibrio, a ANOVA nao indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 2,432, p = 0,0652).

Com relacdo a laténcia de tremor/corrida, a ANOVA nao indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 1,315, p = 0,2829).

Com relacao a laténcia de amplitude opercular, a ANOVA néo indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (2/20) = 1,517, p = 0,2436).

Tabela 7 - Laténcia dos comportamentos de peixes Danio rerio expostos a diferentes
concentragdes de deltametrina, observados por 60 minutos. Sao
apresentadas as médias e respectivos erros-padrdo das laténcias. ( ) =
numero de animais.

Grupos

Comportamentos  Controle 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50 (9) 10 CL50

(5) (9)

Subida a 119,20 + 289,78 225,78 + 55,00 + 68,56 +
Superficie 3557 + 141,71 47,20 12,18 18,91
Perda de 331,00 + 960,56 + 451,00 £ 307,89 + 362,67 +
Equﬂibrlo 331,00 195,40 73,25 175,34 166,25
Tremor/Corrida 230,00 + 409,11 + 204,67 £ 150,78 £ 431,44 +
77,30 117,04 52,31 94,26 163,66
Amplitude 264,80 + 242,67 425,00 £
0percu|ar 92,53 80,64 80,77

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagdo ao grupo controle

A frequéncia de comportamentos de peixes Hiphessobrycon bifasciatus
expostos a diferentes concentragdes de deltametrina que foram observados por
60 minutos, sendo apresentadas as meédias e respectivos erros-padrdo das
frequéncias, estdo demonstrados na tabela 8.

Com relagao a frequéncia de subida a superficie, a ANOVA indicou a

existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 5,68, p = 0,0012). O teste de
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Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1CL50 apresentaram aumento
significante da frequéncia de subida a superficie em relagdo ao grupo controle (p
< 0.05).

Com relagao a frequéncia de perda de equilibrio, a ANOVA indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 4,245, p = 0,0065). O teste de
Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1 CL50 e CL50 apresentaram
aumento significante da freqliéncia de perda de equilibrio (p < 0.05), indicando
também, que os animais expostos a CL50 apresentaram aumento muito
significante desta frequéncia (p < 0.01).

Com relacao a frequéncia de tremor/corrida, a ANOVA indicou a existéncia
de diferencas significativas (F (4/36) = 4,479, p = 0,0049). O teste de Dunnet
indicou que os animais expostos a 0,1CL50 apresentaram aumento significante
da freqUéncia de tremor/corrida (p < 0.05).

Com relacdo a frequéncia de amplitude opercular, a ANOVA indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (2/20) = 4,390, p = 0,0263). O teste de
Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1CL50 e CL50 apresentaram

aumento significante da freqiéncia de amplitude opercular (p < 0.01).
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Tabela 8 - Frequéncia de comportamentos de peixes Hyphessobrycon bifasciatus
expostos a diferentes concentragcbes de deltametrina, observados por 60
minutos. S&o apresentadas as médias e respectivos erros-padrao das
freqUiéncias. ( ) = numero de animais.

Grupos

Comportamentos Controle(5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50(9) 10CL50 (9)

Subida a 0,40+ 0,40 32,33 + 54 2122+7,03 1822+5,71 3,67+1,47
Superficie

Perda de 0,00 + 0,00 16,22 + ,86* 20,00 +5,11* 9,56 +0,71 5,44 + 2,23
Equilibrio

Tremor/Corrida 920+ 466 34,89+ 97 18,11+546 2444+ 6,24 4,00£1,62

Amplitude 8,60+ 3,66 2,67+001* 1,67+0,73*
Opercular

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
*p < 0.05 em relagao ao grupo controle

A tabela 9 mostra a laténcia dos comportamentos de peixes
Hyphessobrycon bifasciatus expostos a diferentes concentragbes de
deltametrina, observados por 60 minutos, sendo apresentadas as meédias e
respectivos erros-padrao das laténcias.

Com relagdo a laténcia de subida a superficie, a ANOVA n&o indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 1,165, p = 0,3422).

Com relacdo a laténcia de perda de equilibrio, a ANOVA indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 2,811, p = 0,0396). No entanto,
nao foi detectada pelo teste de Dunnet diferengcas entre os animais do grupo
controle e aqueles expostos ao praguicida.

Com relagdo a laténcia de tremor/corrida, a ANOVA ndo indicou a
existéncia de diferengas significativas (F (4/36) = 1,908, p = 0,1303).

Com relacdo a laténcia de amplitude opercular, a ANOVA néo indicou a

existéncia de diferengas significativas (F (2/20) =1,076, p = 0,3599).
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Tabela 9 - Laténcia dos comportamentos de peixes Hyphessobrycon bifasciatus expostos
a diferentes concentragbes de deltametrina, observados por 60 minutos. Sao
apresentadas as meédias e respectivos erros-padrdo das laténcias. ( ) =
numero de animais.

Grupos

Comportamento Controle (5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50 (9) 10 CL50 (9)

Subida a 213,80 + 740,44 + 246,78 + 757 11+ 233,11 +
Superficie 213,80 321,37 79,12 339,37 223,17
Perda de 1056,00 + 842,56 + 714,33 + 147,22 + 27,33 +
Equilibrio 651,10 250,42 297,25 65,65 5,00
Tremor/Corrida 959,40 + 973,00 + 623,44 + 923,89 + 27,11+
561,96 22717 350,12 320,15 10,30
Amplitude 244,20 + 473,33 £ 780,22 +
Opercular 167,88 189,32 291,47

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagao ao grupo controle

4.3.2 Alteragdo na movimentacao de D. rerio e H. bifasciatus

Nos experimentos realizados com a espécie D. rerio, a Tabela 10
demonstra a freqiéncia de movimentacdo nos quadrantes superiores de peixes
Danio rerio expostos a diferentes concentragdes de deltametrina, observados por
60 minutos, sendo apresentadas as médias e respectivos erros-padrdo das
frequéncias.

Com relagao a frequéncia de movimentagao nos quadrantes superiores nos
primeiros 10 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencgas significativas
(F (4/36) = 3,779, p = 0,0115). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos
a 10CL50 apresentaram aumento significante da frequéncia de movimentag&o

nos quadrantes superiores nos primeiros 10 minutos (p < 0.05).
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Com relagao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes superiores em
20 minutos, a ANOVA néao indicou a existéncia de diferengas significativas (F
(4/36) = 0,3251, p = 0,8593).

Com relagao a frequéncia de movimentacido nos quadrantes superiores em
30 minutos, a ANOVA néo indicou a existéncia de diferengas significativas (F
(4/36) = 0,6610, p = 0,6231).

Com relagao a frequéncia de movimentacido nos quadrantes superiores em
40 minutos, a ANOVA nao indicou a existéncia de diferencas significativas (F
(4/36) = 1,124, p = 0,3604).

Com relagao a frequéncia de movimentacado nos quadrantes superiores em
50 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
4,730, p = 0,0036). O teste de Dunnet n&o indicou significancia da frequéncia de
movimentagao nos quadrantes superiores.

Com relagao a frequéncia de movimentacado nos quadrantes superiores em
60 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
3,907, p = 0,098). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 10CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos

quadrantes superiores em 60 minutos (p < 0.05).
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Tabela 10 - Freqliéncia de movimentagcdo nos quadrantes superiores de peixes Danio
rerio expostos a diferentes concentragbes de deltametrina, observados por
60 minutos. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros-padrao das
freqléncias. ( ) = numero de animais.

Grupos
Minutos Controle (5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4CL50(9) 10CL50(9)
10 5,40 + 0,87 5,44 + 0,93 7,22 +0,60 7,22+1,08 9,22+0,22%
20 6,20 + 0,80 533+1,25 6,89 + 1,06 6,78 + 1,54 7,00 £1,13
30 5,00 + 0,84 6,56 + 0,96 7,11 +£1,02 6,11 + 1,56 4,44 +1,76
40 5,20 £ 1,62 5,44 £1,45 7,33 £1,20 5,89 £ 1,57 3,22 £1,41
50 5,60 £ 1,03 4,67 £ 1,26 7,56 £1,18 5,78 £ 1,68 0,55 £ 0,55
60 5,80 £ 1,59 4,00 £ 1,55 6,78 £1,42 556+1,58 0,11+0,11*

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagdo ao grupo controle

A tabela 11 demonstra a freqiéncia de movimentacdo nos quadrantes
inferiores de peixes Danio rerio expostos a diferentes concentracbes de
deltametrina, observados por 60 minutos, sendo apresentadas as meédias e
respectivos erros-padrao das frequéncias.

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
10 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significativas (F (4/36) =
3,942, p = 0,0094). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 10CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos
quadrantes inferiores em 10 minutos (p < 0.05).

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
20 minutos, a ANOVA néao indicou a existéncia de diferengas significativas (F

(4/36) = 0,3251, p = 0,8593).
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Com relagao a frequéncia de movimentagao nos quadrantes inferiores em
30 minutos, a ANOVA néo indicou a existéncia de diferengas significativas (F
(4/36) = 0,5739, p = 0,6833).

Com relacao a frequéncia de movimentacao nos quadrantes inferiores em
40 minutos, a ANOVA nao indicou a existéncia de diferencas significativas (F
(4/36) = 1,112, p = 0,3661).

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
50 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
4,833, p = 0,0032). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 10CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos
quadrantes inferiores em 50 minutos (p < 0.05).

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
60 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
4,083, p = 0,0079). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 10CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos

quadrantes inferiores em 60 minutos (p < 0.05).
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Tabela 11 - Freqiiéncia de movimentacao nos quadrantes inferiores de peixes Danio rerio
expostos a diferentes concentracées de deltametrina, observados por 60
minutos. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros-padrao das
freqliéncias. ( ) = numero de animais.

Grupos

Minutos Controle (5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50(9) 10 CL50 (9)
10 500+1,09 456+093 2,78+0,60 2,78+1,08 0,78+0,22**
20 380+0,80 467+125 3,11+1,06 322+154  3,00+1,13
30 500+0,84 389+1,14 289+1,02 389+156 556+1,76
40 480+163 467+t149 267+120 411+157 6,78+1,41
50 420+0,86 533+1,26 244+1,18 4,22+1,68 4,44 +0,56*
60 420+159 6,00£155 311+£136 444+158 9,89+0,11*

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagdo ao grupo controle
**p < 0.01 em relagcéo ao grupo controle

Nos experimentos realizados com a espécie H. bifasciatus, a tabela
12 demonstra a frequéncia de movimentacdo nos quadrantes superiores de
peixes Danio rerio expostos a diferentes concentracbes de deltametrina,
observados por 60 minutos, sendo apresentadas as médias e respectivos erros-
padrao das frequéncias.

Com relagao a frequéncia de movimentagao nos quadrantes superiores nos
primeiros 10 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significativas
(F (4/36) = 5,005, p = 0,0024). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos
a CL50 apresentaram aumento significante da frequéncia de movimentagdo nos
quadrantes superiores nos primeiros 10 minutos (p < 0.05).

Com relagao a frequéncia de movimentacdo nos quadrantes superiores em

20 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencgas significativas (F (4/36) =
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0,3,118, p = 0,0266), porém o teste de Dunnet ndao detectou diferengas
significativas entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relagao a frequéncia de movimentacado nos quadrantes superiores em
30 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
3,422, p = 0,0180, porém o teste de Dunnet ndo detectou diferengas significativas
entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relagao a frequéncia de movimentacido nos quadrantes superiores em
40 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significativas (F (4/36) =
4,773, p = 0,0036), porém o teste de Dunnet ndo detectou diferengas significativas
entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relagao a frequéncia de movimentacado nos quadrantes superiores em
50 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
3,463, p = 0,0171). O teste de Dunnet nao indicou significancia da frequéncia de
movimentagao nos quadrantes superiores.

Com relagao a frequéncia de movimentacado nos quadrantes superiores em
60 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
4,757, p = 0,035). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos

guadrantes superiores em 60 minutos (p < 0.05).
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Tabela 12 - Freqléncia de movimentagdo nos quadrantes superiores de peixes
Hyphessobrycon bifasciatus expostos a diferentes concentragbes de
deltametrina, observados por 60 minutos. Sao apresentadas as médias e
respectivos erros-padréo das freqiéncias. ( ) = numero de animais.

Grupos
Minutos Controle (5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50(9) 10 CL50 (9)
10 0,00+0,00 2,89+0,98 4,67+1,13* 0,33+0,17 1,78+0,78
20 1,60+1,17 500+£1,27 589+157 056+0,56 3,33+£1,40
30 1,60+1,36 522+1,09 6,33+1,59 1,33 £1,09 1,78+ 1,16
40 1,80+1,80 656+1,39 589+1,33 3,00+1,53 0,00+0,00
50 3,00£2,00 6,33+£1,16 3,56+1,44 444+155 0,00+0,00
60 0,80+0,80 6,11+1,18* 233+137 4,78+1,56 0,00+ 0,00

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagao ao grupo controle

Na avaliacdo da movimentagao nos quadrantes inferiores para a espécie H.
bifasciatus, a ANOVA de duas vias aplicada entre os tratamentos e as sessodes de
observagao indicou que os tratamentos alteraram os resultados (F(1,74/216) =
1,74, p < 0,0) enquanto que as sessdes de observagdo nao modificaram os
resultados ( F (5/216) = 0,85, p = 0,5157). Houve interagédo entre os fatores (F
(20/216) = 1,74, p= 0,0288).

Com relacao a frequéncia de movimentacao nos quadrantes inferiores em
10 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significativas (F (4/36) =
4,306, p = 0,0060). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a CL50
apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagdo nos
quadrantes inferiores em 10 minutos (p < 0.01).

Com relacao a frequéncia de movimentacao nos quadrantes inferiores em

20 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
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3,1901, p = 0,0243), porém o teste de Dunnet ndo detectou diferencas
significativas entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relacao a frequéncia de movimentacao nos quadrantes inferiores em
30 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
3,466, p = 0,0170), porém o teste de Dunnet nao detectou diferencgas significativas
entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
40 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferengas significativas (F (4/36) =
3,982, p = 0,0089), porém o teste de Dunnet nao detectou diferencgas significativas
entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relacao a frequéncia de movimentagcao nos quadrantes inferiores em
50 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
3,463, p = 0,0171), porém o teste de Dunnet nao detectou diferencgas significativas
entre o grupo controle e os demais grupos.

Com relacao a frequéncia de movimentagao nos quadrantes inferiores em
60 minutos, a ANOVA indicou a existéncia de diferencas significativas (F (4/36) =
5,209, p = 0,0020). O teste de Dunnet indicou que os animais expostos a 0,1CL50
e 10 CL50 apresentaram aumento significante da freqiéncia de movimentagao

nos quadrantes inferiores em 60 minutos (p < 0.05).
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Tabela 13 - FreqUéncia de movimentagdo nos quadrantes inferiores de peixes

Hyphessobrycon bifasciatus expostos a diferentes concentragbes de
deltametrina, observados por 60 minutos. Sao apresentadas as médias e

respectivos erros-padréo das freqiéncias. ( ) = numero de animais.

Grupos

Minutos Controle (5) 0,1CL50 (9) CL50 (9) 4 CL50(9) 10 CL50 (9)
10 10,00 +0,00 7,11+0,98 522+1,14* 9,67+0,17 7,331,111
20 840+1,17 500+1,27 411+£157 944+056 5,89+1,39
30 840+136 4,78+1,09 367+159 867+1,09 833+1,18
40 740+1,78 3,44+139 444+153 7,00+£1,53 10,00+,00
50 7,00£2,00 367+1,16 644+144 556+155 10,00+,00
60 920+0,80 3,89+1,18* 6,67+152 4,11+1,53* 10,00+,00

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
* p < 0.05 em relagao ao grupo controle

Tabela 14 - Relagéo de individuos vivos € mortos da espécie Danio rerio, ao término dos
experimentos, nas diferentes concentracbes de deltametrina.

Concentragoes Vivos Mortos Total
Controle 5 0 5
0,1 CL50 9 0 9

CL50 9 0 9
4 CL50 7 2 9
10 CL50 4 5 9
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4.4 ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

As alteragdes histopatologicas estdo apresentadas em ordem crescente de
concentragdo de deltametrina em cada 6rgédo avaliado na espécie Geophagus

brasiliensis.

4.4.1 Figado

Ao exame histopatolégico, o grupo controle apresentou parénquima
hepatico preservado, com a manutengdo das estruturas lobulares e contendo
nucleos centrais esféricos. Apos 24 horas de exposicdo a solugao de
deltametrina, observa-se alteragdes morfolégicas como degeneragdo nuclear,
vacuolizagao citoplasmatica, macrogoticulas e perda de individualizagao celular
em todas as concentracdes. O numero de alteragdes, apds 48 e 168 horas

aumentou significativamente (Figuras 14, 15 e 16).
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CONTROLE

0,1CL50 168h

0,1CL50 24h

Figura 14 - Fotomicrografia do tecido hepatico de Geophagus braziliensis do grupo
controle e apds exposicao a dose de deltametrina equivalente a 0,1CL50 por
periodos de 24, 48 e 168 horas. Notar degeneracado hepatica caracterizada
por intensa vacuolizagao citoplasmatica, que se acentua com a evolugéo do
tempo. (HE X 20)
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0,4CL50 48h

0,4CL50 168h

Figura 15 : Fotomicrografia do tecido hepatico de Geophagus braziliensis apds exposi¢ao
a dose de deltametrina equivalente a 0,4CL50 por periodos de 24, 48 e 168

horas. Observa-se intenso processo de degenerativo caracterizado por
degeneracéo nuclear e vacuolizagao citoplasmatica. (HE X 20)



1,0CL50 24h 1,0CL50 48h

Figura 16 - Fotomicrografia do tecido hepatico de Geophagus braziliensis apds exposi¢ao
a dose de deltametrina equivalente a 1,0CL50 por periodos de 24, 48 e 168
horas. Observa-se intenso processo degenerativo (vacuolizagao
citoplasmatica, degeneracao nuclear e perda dos limites celulares. (HE X 40)
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4.4.2 Branquias

Durante a exposicao a doses crescentes de deltametrina por periodos de
24, 48 e 168 horas, observou-se uma resposta celular caracterizada por
proliferacdo interlamelar hiperplasica na superficie epitelial do apice dos
filamentos. Alteragdes morfolégicas como hiperplasia do epitélio circundante e
distorcdo do eixo filamentar sdo observados frequentemente em todas as
concentracdes de deltametrina em que os peixes foram expostos, aumentando
sempre em fungdo do tempo de exposi¢cao e da concentragdo de praguicida, e

culminando com a fuséo das lamelas branquiais (Figuras 17, 18 e 19).
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0,1CL50 24h
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0,1CL50 48h 0,1CL50 168h

Figura 17 - Fotomicrografia da branquia de Geophagus braziliensis do grupo controle e
apos exposicao a dose de deltametrina equivalente a 0,1CL50 por periodos
de 24, 48 e 168 horas. Nota-se hiperplasia das células do epitélio branquial,
que chegam a fuséo no periodo de 168 horas (seta). (HE X 4)
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# EANAR
0,1CL50 168h 20X

0,4CL50 48h 20X

Figura 18 - Fotomicrografia da branquia de Geophagus braziliensis do grupo controle e
apos exposicao a dose de deltametrina equivalente a 0,4CL50 por periodos
de 24, 48 e 168 horas. Observa-se fusdo das lamelas branquiais em
decorréncia da hiperplasia das células epiteliais (seta). (HE X 20)
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1,0CL50 48h 10CL50 24h

Figura 19 - Fotomicrografia da branquia de Geophagus braziliensis do grupo controle e
apos exposicado a dose de deltametrina equivalente a 1,0CL50 por periodos de
24, 48 e 168 horas. Nota-se intenso processo de fusdo das lamelas em curto
periodo de tempo (seta). (HE X 40)
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram que a DTM em estudo é altamente
toxica para todas as espécies de peixe testadas. A baixa toxicidade da
deltametrina para mamiferos pode causar sérios enganos quando extrapolada
para espécies aquaticas.

O Programa Nacional de Avaliagcdo de Impacto de Praguicidas Agricolas
(do inglés, USDA National Agricultural Pesticides Impact Assesment Program’s
EXTOXNET), relata valores de CL50 para deltametrina em peixes entre 1,0 e 10
ug L, porém tais dados possivelmente se referem & substancia em grau técnico
com 99,9% de principio ativo, sendo que as formulagdes comerciais apresentam o
composto  2-(2-butoxietoxi)-etoxi-4,5-metilenodioxi-2-propiltolueno,  conhecido
como piperonilbutéxido (PPB). O PPB tem a propriedade de inibir a
biotransformacao hepatica dos piretrdides, assim aumentando sua meia-vida no
organismo animal (LARINI,1999). Wheelock et al. (2004) alertam quanto a
necessidade de testes para piretroides que avaliem a toxicidade potencial para
invertebrados aquaticos e peixes na presenca de sinergistas. Formulagdes de
praguicidas piretroides contendo sinergistas aumentam significativamente a
toxicidade para truta (Salvelinus frontinalis), mostrando grande aumento na
mortalidade no periodo de 6 horas de exposicdo em relacdo a formulacao técnica
sem piperonilbutéxido (PAUL et al., 2005).

Diante dos motivos expostos, revela-se a importancia da realizagao de
testes de toxicidade com a férmula comercial do produto quando o objetivo é

conhecer de fato o impacto possivel no meio ambiente, pois a formula comercial e
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o produto técnico apresentam grandes diferengas no que se refere a toxicidade
aguda.

Na literatura os valores de toxicidade da deltametrina para varias espécies
de peixe apresentam grandes diferengas de valores de CL50. Viran et al. (2003)
estimam a CL50;48h para Poecilia reticulata igual a 5,13 yg L. Para larvas e
embrides de Cyprinus carpio sdo relatados valores de CL50;48h de 0,213 ugL" e
0,074 ug L™, respectivamente, demonstrando os efeitos adversos da deltametrina
na reprodugdo e no crescimento da espécie (KOPRUCU; AYDM, 2004). Um
inseticida contendo deltametrina como principio ativo (K-Othrin 1UVL), para
controle de mosquitos, é apontado como um dos responsaveis pela grande
mortalidade de enguias (Anguilla anguilla) no Lago Balaton entre 1991 e 1995,
além de ter sido encontrado nos tecidos de outras espécies nao-alvo como
Abramis brama, Stizostedion lucioperca e Larus canus (BALINT et al., 1997).

Durante os testes, os peixes submetidos as diversas concentracdes de
praguicidas, ja nos instantes iniciais, apresentaram comportamento diferente
daqueles do grupo controle, observando-se: aumento da frequéncia opercular,
nado irregular e presenga freqiente na superficie do recipiente-teste, além da
formacao de muco, o que se sabe, tornaria os peixes sobreviventes vulneraveis a
doencas e predadores em seus habitats. Comportamento semelhante é relatado
em peixes da espécie P. reticulata, submetidos a ensaios com o praguicida beta-
cipermetrina (POLAT et al., 2002).

Embora a espécie D. rerio seja largamente utilizada em testes de
toxicidade por varias vantagens como baixo custo de manutengéo, pouco espago
requerido por organismo, curto periodo de desenvolvimento e reprodugao

(LELE,1996), é importante que se determine a toxicidade de poluentes potenciais
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para espécies autoctones, para comparar os valores obtidos com a espécie
padrdao. Os valores de CL50;48h obtidos para a espécie H. bifasciatus
demonstraram ser essa espécie adequada para testes de toxicidade com
deltametrina, pelo fato de ser tdo sensivel quanto D. rerio, sendo util como
bioindicador de poluicdo em ecossistemas aquaticos nacionais.

As toxicidades encontradas para G. brasiliensis e O. niloticus
demonstraram, nesse caso, ndo haver sensibilidade semelhante ao praguicida
para peixes da mesma familia, mesmo com a utilizagdo de espécimes de lotes
homogéneos e tamanhos semelhantes. A grande diferenga de sensibilidade a
deltametrina observada entre as quatro espécies utilizadas, era de certa forma
esperada, pois as espécies O. niloticus e G brasiliensis sdo encontradas em
locais com niveis de contaminacdo que ndo permitem a sobrevivéncia da espécie
H. bifasciatus, a qual apresenta grande sensibilidade a altera¢des na qualidade da
agua.

Cumpre salientar a existéncia de poucos trabalhos na literatura cientifica
sobre toxicidade de praguicidas piretréides em peixes, especialmente
deltametrina, portanto faz-se necessario maior numero de pesquisas que
permitam conhecer a toxicidade dessa relevante substancia para diversas
espécies, permitindo que se conhegca melhor os riscos ecolégicos associados a
contaminagao ambiental por esse praguicida.

Os valores de CL50;48h encontrados nos testes demonstram que a
contaminagdo de ambientes aquaticos por esse praguicida pode causar grande
mortalidade de peixes em um curto periodo de tempo, indicando que devem ser

tomados cuidados importantes com sua utilizacao.
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As espécies exoéticas D. rerio e H. bifasciatus mostraram grande
sensibilidade a deltametrina, sendo indicadas para testes de toxicidade que
tenham como objetivo avaliar o impacto de sua contaminagao ambiental, além de
demonstrarem os efeitos da contaminagao logo apds a exposi¢cao, com alteragdes
respiratorias e de equilibrio, mesmo nas doses mais baixas.

Ja as espécies G. brasiliensis e O. niloticus apresentaram valores de
CL50;48h maiores que as outras espécies utilizadas, embora esses valores sejam
ainda extremamente baixos em relagdo a outras espécies de peixes encontradas
na literatura, que nem sempre revela se o praguicida utilizado esta apresentado
na forma comercial ou técnica. A espécie O. niloticus , além de apresentar a
menor sensibilidade ao praguicida, ndo demonstrou alteragbes de comportamento
nos instantes iniciais dos testes de toxicidade aguda em concentragdes inferiores
ao CL50;48h, portanto foi considerada menos adequada para testes de
toxicidade, sejam agudos ou comportamentais.

Deve-se ressaltar que a CL50 é um valor calculado estatisticamente, a
partir de procedimentos protocolares, que representa a melhor estimativa da
dose na producao de morte para 50% dos organismos (CHASIN, 2003), mas néo
indica a dose segura para utilizacdo de determinada substancia quando ha risco
de que esta entre em contato com o organismo e nédo permite conhecer os efeitos
sub-letais como alteragbes comportamentais, morfolégicas e desreguladoras. No
entanto, quando nao existem dados sobre a toxicidade de um organismo a uma
gente quimico, pode-se, com os testes de toxicidade aguda, estudar os efeitos e
variabilidades de respostas entre diferentes espécies e indicar a toxicidade

comparativa (USEPA, 1986).
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Deve-se ainda notar que, mesmo numa unica espécie, ocorrem diferencas
significativas dos resultados, que embora possa ser minimizada com a escolha de
lotes de mesmo tamanho e idade, seja relativa a sensibilidade individual de cada
organismo no que se refere a fatores como genética e saude.

Pelo conhecimento da biologia de um grande numero de espécies, pela
facilidade de serem mantidos em laboratério por ocuparem pouco espaco e pelo
tamanho variavel entre as diferentes espécies que podem ser escolhidas de
acordo com as caracteristicas dos testes a seres realizados, os peixes sao
excelentes modelos para analise de comportamento.

A escolha das espécies D. rerio e H. bifasciatus nos testes realizados
neste trabalho para determinar alteragbes no comportamento, deveu-se as
observagbes realizadas durante os testes de toxicidade aguda ja nos primeiros
instantes de exposi¢gao ao praguicida e nas menores concentragdes, o que indica
a possibilidade de conhecer efeitos toxicos antes que ocorra mortalidade para
essas espécies e para outras menos sensiveis que demonstrariam tais alteragdes
em doses maiores ou em maiores periodos de exposi¢cao. As alteracdes notadas
durante os testes preliminares ja indicavam mudangas no comportamento em
funcdo de respostas, como alteragdes na frequéncia respiratéria, na velocidade
de natacgao, na perda de equilibrio e nos saltos, que sao, sem duvida, os primeiros
sinais de intoxicagdo (REICHENBACH-KLINKE, 1980).

O comportamento normal de um peixe segue sequéncias fisioldgicas
especificas que sao despertadas por estimulos externos pela acdo de sua rede
neural (Figura 20) e pode ser alterado por estimulos ambientais e fisioldgicos
resultando severas implicagbes para sua sobrevivéncia (SCOTT; SLOMANN,

2004).
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Figura 20 - Apo6s percepgdo de estimulos ambientais, informagdes sensoriais séo
integradas e respostas fisiolégicas centrais e periféricas determinam a
resposta comportamental ao estimulo. Este estimulo sera percebido de modo
diferente apds cada exposicao ao estressor ambiental. (modificado de Scott e
Sloman, 2004)

As alteracbes de comportamento sdo muito importantes para avaliar as
respostas de um organismo a doses sub-letais. Podem, portanto, ser uma
ferramenta util para avaliar a habilidade dos peixes em detectar presenca de
substancias quimicas na agua em concentragdes relativamente baixas (LLOYD,
1989). Os resultados obtidos por estes testes fornecem um numero significativo
de dados sobre alteragdes fisioldgicas, neurais e bioquimicas de um modo nao-
invasivo.

Mesmo que algumas alteracbes de comportamento em testes de
laboratorio sejam passageiras, quando s&o causadas no meio ambiente,
diminuem as chances de sobrevivéncia do individuo e da espécie, pois as
respostas a estimulos externos s&o de grande importancia na fuga de predadores,

na defesa de territérios e na reprodugao (SCOTT,2004).
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Nao existem ainda testes considerados padrao para avaliar os
efeitos de substancias tdéxicas no comportamento de peixes, mas considerando
que exposi¢cdes a concentragbes de magnitudes inferiores aquelas que causam
letalidade podem causar alteragdes significativas as comunidades de peixes,
varios pesquisadores tém apresentado modelos de analise de comportamento.

Kane et al. (2004) utilizam videos de peixes filmados durante exposigao a
estressores ambientais para quantificar alteragdes no comportamento. Fotografias
de alteracbes do nado séo utilizadas para determinar alteragdes causadas pelo
herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético)cloreto de cadmio em Cyprinus
carpio (SARIKAYA; YLMAZ, 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a composi¢ao
comercial de praguicida piretréide deltametrina produz uma série de sinais e
sintomas toxicos que puderam ser observados nos diferentes comportamentos
analisados.

Nos testes realizados, foi observado aumento significativo do numero de
subidas a superficie para a espécie H. bifasciatus em concentragado de praguicida
equivalente a 0,1CL50 nos 10 primeiros minutos de observacdo, enquanto a
espécie D. rerio apresentaM esse comportamento no mesmo periodo na
concentracdo de 10CL50, demonstrando sua menor sensibilidade desta espécie.
Este comportamento evidenciou os primeiros sinais de toxicidade e esta ligado a
dificuldade de obtencédo de oxigénio pela diminuigdo da capacidade respiratoria
causada pelo praguicida, ja que € um comportamento caracteristico de peixes
encontrados em corpos aquaticos com baixo indice de oxigénio dissolvido ou
contaminados com substancias toxicas. As respostas fisiolégicas ao estresse

causado pelo praguicida envolve a formagdo de muco nas branquias, que
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também pode conduzir a hipdxia, porque diminui a superficie de contato com a
agua (PLAYLE; WOOQOD, 1989).

O aumento da frequéncia de subida a superficie nas duas espécies
mostrou-se diretamente proporcional ao aumento da dose de deltametrina
indicando uma relacao dose-dependente.

A busca de ar superficial pode ser indicativa de neurotoxicidade, pois esta
causa prejuizo nas fungdes vitais do organismo, gerando déficit na captagao de
oxigénio, mesmo este gas estando em constante concentragdo no meio.

Segundo Viran et al. (2003), a exposi¢do aguda a deltametrina impediria o
influxo eletrolitico nas branquias ou na funcéo renal. A deltametrina pode alterar
os mecanismos homeostaticos do calcio e fosfato e, portanto a efetividade das
branquias em absorver oxigénio.

Quando os receptores branquiais detectam a caréncia de oxigénio, a
primeira op¢ao do peixe € mudar para outro ambiente ou para outra parte da
coluna d’agua. Caso nao exista essa possibilidade, o peixe tende a aumentar a
ventilagao branquial por meio do aumento da freqiéncia ou amplitude respiratéria.

O aumento da freqUéncia opercular revela-se em movimentos rapidos e de
dificil visualizagdo, por este motivo adotou-se nesse trabalho a observacao da
amplitude opercular, que consiste na expansao mais evidente das branquias.

Essa expanséao evidencia uma dificuldade respiratoria do peixe, que realiza
esse movimento na tentativa de aumentar a perfusdo de agua através das
branquias com o objetivo de aumentar a captagdo de oxigénio e, também, na
tentativa de desobstrucido das branquias do muco formado em resposta a acéo do
toxicante. Nao se conhece, entretanto, se este mecanismo pode garantir que a

camara possa permanecer limpa e deve-se considerar que a hiperventilacdo
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resulta um trabalho adicional para suprir a demanda de O, (LICHTENFELS,
1996).

Nos testes realizados com H. bifasciatus, notou-se variagao significativa
nas concentragcoes 0,1CL50 e CL50, o mesmo ocorrendo em D. rerio também
ocorreu alteragao significativa nesse comportamento em 0,1CL50, demonstrando
que as branquias sdo muito sensiveis as alteragdes ambientais pelo fato de
serem 0s primeiros 6rgaos a entrarem em contato com o meio externo.

Os peixes teleésteos possuem uma bexiga natatéria que propicia a
sustentabilidade necessaria para que atinjam a flutuabilidade neutra e desse
modo evitem o gasto de energia que seria necessario para evitar que afundem
(SCHIMIDT-NIELSEN, 1999). A dificuldade em manter a flutuabilidade foi definida
neste trabalho como perda de equilibrio, ocorréncia observada em H. bifasciatus
na concentracdo 0,1CL50, enquanto D. rerio somente apresentou essa alteracao
na concentragdo DL50. Como ja foi citado, o efeito neurotdxico da deltametrina,
provocando alteragdo na troca Na'/K®, causa prejuizo de origem nervosa que
pode acarretar esse efeito. Kolok (2001) utiliza alteragdes no nado para avaliar
mudancas no comportamento de Carassius auratus, porém ressalta que existem
duvidas sobre a susceptibilidade dos mesmos individuos a novas exposigoes.

Um dos parametros mais evidentes em nossos experimentos foi a
presenca de tremores/corridas. Os tremores ocorriam temporalmente muito
proximos a amplitude opercular. Ele acontece também em mamiferos e pode
estar correlacionado aos estimulos repetitivos nervosos, induzidos pelas acdes do
piretréide em canais de sédio (NARAHASHI, 1984).

Esse comportamento foi evidente nos peixes submetidos a CL50, todavia

em H. bifasciatus ja podia ser notado na concentragdo 0,1CL50. Em ambas
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espécies , conforme o aumento da dose notou-se a diminuicdo dos
tremores/corridas.A freqiéncia aumentou até a CL50, sofrendo grande redugao
nas concentragdes maiores, atingindo niveis inferiores ao controle resultando em
uma curva bifasica. Essa redugao provavelmente foi em decorréncia da morte dos
peixes.

Em mamiferos, o inicio dos sintomas de intoxicagcdo ocorre
aproximadamente ap6s 30 minutos da ingestdo. Envenenamentos graves com os
praguicidas a base de piretréides séo raros, entretanto injecdo ou inalagdo de
grande quantidade desse produto podem causar nauseas, vémitos, diarréias,
cefaléias, vertigens, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, tremores,
incoordenacdo motora, fraqueza e paralisia muscular, além de faléncia
respiratdria levando ao o6bito. Constatamos que as laténcia dos comportamentos
analisados ndo foram significativas, resultado este que pode ser explicado por
uma insuficiéncia amostral ou por alta variabilidade individual dos peixes.

A espécie H. bifasciatus, em comparagao a espécie D. rerio, demonstrou
maior sensibilidade ao praguicida deltametrina no que se refere a alteragées no
comportamento, ja que, em todos os fatores analisados, observoaram sinais
significativos de alteragdes comportamentais na menor concentragéo testada, ou
seja, 0,1CL50, enquanto D. rerio apresentou menor sensibilidade nas subidas a
superficie e tremor/corrida.

Em relacdo a frequéncia de movimentagao nos quadrantes superiores e
inferiores, deve-se considerar que a espécie D. rerio, em condicbes normais,
nada por toda a coluna d'agua, enquanto H. bifasciatus passa a maior parte do

tempo em meia agua (AXELROD, 1995). Essas caracteristicas, proprias de cada
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especie, devem ser levadas em consideragao quando se pretende determinar
alteracdes em frequéncias de movimentacgao.

Ao analisarmos a concentragao 0,1DL50 nao foram observadas alteracdes
significativas nas duas espécies, permanecendo em igual propor¢do nos dois
quadrantes.

Na dose CL50 predominou a movimentacdo nos quadrantes superiores
para D. rerio, entretanto, apds a aplicacdo do teste de Dunnet, ndo se verificou
diferencas significativas. Ja na concentracdo 4CL50, observamos que nos trinta
primeiros minutos houve sobretudo permanéncia dos peixes nos quadrantes
superiores, porém o estado de comprometimento neurolégico que provocou
imobilidade parcial. Apos esse periodo, 0s organismos permaneceram nos
quadrantes inferiores. Na concentragdo 10CL50, D. rerio passa tempo integral nos
quadrantes inferiores, mostrando que essa concentracdo causa toxicidade em
periodo de tempo menor que 10 minutos.

A espécie H. bifasciatus apresentou maior sensibilidade ao praguicida
também no que se refere as freqiéncias de movimentacao, pois houve alteracao,
em relagao ao controle, na maioria das concentracdes durante o periodo de teste.
Os peixes desta espécie apresentaram maior freqléncia estatisticamente
significativa nos quadrantes superiores ja na menor concentragao testada, isto é,
0,1CL50 e no menor tempo medido de teste, isto €, 10 minutos quanto ao nado
nos quadrantes superiores, pois aparecem diferencgas significativas em relagdo ao
controle ja nos 10 minutos iniciais. Nos testes utilizando concentragdes na ordem
de CL50, os peixes apresentaram frequéncia inicial nos quadrantes superiores até
30 minutos e posteriormente apresentaram-se mais nos quadrantes inferiore. Nas

concentracdes 4CL50 e 10 CL50, H. bifasciatus apresentou maior frequéncia nos
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quandrantes inferiores desde os primeiros instantes de teste, demonstrando
elevado comprometimento pelo praguicida. Saglio et al. , estudando alteragdes
em Carassius auratus pela exposi¢cao ao fungicida imidazol utiliza nado horizontal
e laténcia como pardmetros de analise comportamental demonstrando relacao
dose-dependente entre eles.

A  espécie  Geophagus  brasiliensis, utilizada nas  analises
anatomopatoldégicas apods exposicdo a doses subagudas de praguicida com
deltametrina, € conhecida por sua capacidade de adaptacdo a ambientes com
caracteristicas fisico-quimicas diversas no que se refere ao pH, dureza,
salinidade e oxigénio dissolvido. Sdo encontrados exemplares desta espécie em
ambientes aquaticos com indices de poluicdo de origem doméstica e industrial
elevados, que provavelmente causariam morte a maioria das espécies ali
presentes. Pelas caracteristicas expostas, a espécie G. brasiliensis tem grande
potencial de utilizacdo em testes que pretendam demonstrar as respostas
fisiol6gicas de um organismo aquatico exposto a um estresse ambiental, ja que o
peixe sobrevive por um periodo de tempo suficiente para que as alteracdes
morfolégicas possam ser observadas, e em concentragdes de toxicantes elevadas
se comparadas as demais espécies utilizadas em testes de toxicidade, além de
ser uma espécie autoctone e encontrada em boa parte do corpos d’agua das
regides Sul e Sudeste do Brasil.

E importante salientar que, em testes realizados com objetivo de conhecer
as alteragdes morfolégicas causadas por determinado composto quimico, todos
os demais parametros fisico-quimicos sejam controlados para que se possam
garantir respostas somente em fungédo do composto testado. Os peixes testados

neste trabalho foram expostos apenas a solugcbes contendo deltametrina em
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solugdo comercial, assegurando, deste modo, que os resultados obtidos fossem
provenientes do praguicida. Em testes realizados in loco, nao se pode garantir
que a contaminagao seja originada por um unico composto, ficando demostrado
somente o impacto como um todo.

As relagdes entre o aumento de concentragdo de agentes quimicos e o
aumento de alteragbes morfolégicas nas branquias e no figado sdo comumente
relatadas na literatura cientifica. Sdo contaminacbes com metais pesados
(CALZA, 2004), herbicidas trifluralin (POLEKSIC, 1998) e atrazine (NESKOVIC,
1993), dioxinas e praguicidas, sejam por agao direta no organismo ou pela
indugao de respostas fisiolégicas compensatorias.

A avaliacdo anatomopatolégica nao especifica por si sé o tipo de toxicante
presente, entretanto apresenta respostas de estresse em concentragdes mais
baixas que o CL50 e em periodos menores de tempo, como ficou demonstrado
nos resultados obtidos neste trabalho, revelando-se uma preciosa ferramenta em
ensaios de laboratério nos quais se conhece a composi¢cao da solucio-teste e
também para avaliacdo de impacto em ambiente natural, quando se pretende
analisar o efeito da contaminagdo de forma mais complexa em fungdo da gama
de compostos presentes e as associagdes sinérgicas e antagbnicas entre estes
(LICHTENFELS, 1996).

Foram observadas alteragdes nos indices hematolégicos de Cyprinus
carpio em exposicao a doses subagudas de praguicida a base de deltametrina
(SVOBODOVA et al.,2003), porém os efeitos para branquias e figado n&do sao
apresentados na literatura.

As branquias, assim como a pele dos peixes, sdo os 6rgaos de primeiro

contato com o ambiente, mas a pele é praticamente impermeavel a agua,
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tornando as branquias, em funcéo de sua grande superficie de contato e pequena
distancia de difusdo entre a agua e o sangue, os principais sitios de captura e
absor¢cao de substancias dissolvidas (HUGHES, 1966). Uma vez expostas a
condigdes ambientais adversas, € esperado que haja varios tipos celulares em
seu epitélio que se adaptem, modifiquem ou especializem de modo mais ou
menos pronunciado, apresentando os seguintes aspectos: proliferagdo celular
com fusdo das lamelas secundarias; palidez; hemorragias, geralmente de
pequena extensao e edema, provocando descamacao do epitélio (PAVANELLI et
al.,1998). Essas alteragdes fazem parte de processos crbnicos observados em
diversas alteragbes ambientais, como exposicdo a aménia, solidos organicos e
inorganicos, elevada densidade populacional, baixas concentragbes de oxigénio
dissolvido e alteracbes de pH (KLONTZ et al.,1985) e sao citadas em diversos
diagndsticos de doengas branquiais (REICHENBACH-KLINKE, 1976, 1982).

A formagao de muco no epitélio branquial € uma resposta frequentemente
observada quando peixes teledsteos sdo expostos a estresse ambiental, pois o
muco exerce uma funcdo protetora, atuando como filtro, coagulando e
precipitando particulas em suspensao, diminuindo o traumatismo causado nas
lamelas (SHEPARD, 1981), mas por ser uma camada nao conectiva sobre a
lamela, o muco pode diminuir a difusdo de oxigénio, podendo predispor o peixe a
hipéxia (ULTSCH ; GROS, 1979).

Quando ocorre estresse ambiental que cause aumento de secre¢des nas
branquias, os peixes tentam desobstrui-las por um processo de abertura e
fechamento abrupto do opérculo em uma amplitude maior que a observada na

respiracdo normal, comportamento observado frequentemente nos testes de
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alteracdao de comportamento supra citados e tido como parametro para avaliagao
de toxicidade antes da ocorréncia de o6bito.

A andlise anatomopatolégica do figado € comumente empregada na
avaliacao dos efeitos de toxicantes em organismo aquaticos, pois o figado é o
principal 6rgdo de biotransformagéo, onde as alteragbes quimicas produzidas,
geralmente por processos enzimaticos, tém como objetivo a formacgado de
derivados mais polares e solluveis em agua, facilitando sua eliminagao renal.
Deve-se considerar que nem sempre ocorre reducao da atividade toéxica, pois
existem varios exemplos de substancias que devem seus efeitos aos produtos de
biotransformacao (AZEVEDO, 2004).

As alteragdes apontadas por este trabalho, com a espécie estudada em
todas as concentracées testadas, demonstram a elevada hepatotoxicidade do
praguicida, porque mesmo na concentragao equivalente a 0,1CL50 os peixes ja
apresentavam alteragdes morfoldgicas significativas, que foram se agravando em
funcao do tempo de exposicao e da concentragao de deltametrina.

Fanta et al. (2003) demonstra que a concentragdo de 0,58uL. L' de
praguicida metil-paration (Folidol 600) acarreta vacuolizagédo e necrose no figado
de Corydora paleatus no periodo de 24 horas, demonstrando que doses subletais,
apontadas como “seguras” para aplicagao agricola, podem causar sérios danos
aos peixes, comprometendo assim sua sobrevivéncia, o que ressalta a
importancia da utilizagdo das analises anatomopatologicas na avaliagao de efeitos

nao letais nos peixes.
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6 CONCLUSAO

A toxicidade do praguicida com principio ativo deltametrina (K-Othrine CE
25®) para as quatro espécies de peixe testadas demonstrou-se elevada. Os
valores de CL50;48h encontrados demonstram que a contaminacdo de ambientes
aquaticos por esse praguicida pode causar grande mortalidade de peixes em
curto periodo de tempo, indicando que devem ser tomados cuidados importantes
com sua utilizagao.

As espécies D. rerio e H. bifasciatus mostraram grande sensibilidade a
deltametrina, sendo indicadas para testes de toxicidade aguda que tenham como
objetivo avaliar o impacto de contaminagao ambiental com o praguicida.

As espécies G. brasiliensis e O. niloticus apresentaram valores de
CL50;48h maiores que as outras espécies utilizadas, embora esses valores sejam
ainda extremamente baixos em relagao a outras espécies de peixes encontradas
na literatura.

Os testes que avaliam alteragdes no comportamento mostraram-se
importantes ferramentas na avaliagdo da toxicidade em doses agudas e
subagudas do praguicida deltametrina, indicando os efeitos da toxicidade ja nos
primeiros sinais de contaminacéo.

A espécie H. bifasciatus demonstrou maior sensibilidade ao praguicida em
relagao a espécie D. rerio nos testes de comportamento realizados, indicando que
mesmo quando os valores de CL50;48h s&o iguais, existe diferenca na

sensibilidade de cada espécie para o praguicida testado.
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O praguicida causa lesdes no figado ja nas 24 horas iniciais de exposicao
em todas as doses testadas. Essas les6es agravam-se em fung¢ao do tempo de
exposicao.

As anadlises anatomopatolégicas das branquias mostraram que o praguicida
provoca alteragdes morfologicas adaptativas em fungcédo das doses e do tempo de
exposicao.

As andlises anatomopatolégicas mostraram-se de grande utilidade na
avaliacdo das respostas fisioldgicas causadas pela intoxicagdo pelo praguicida
deltametrina em doses subagudas.

Pelos resultados obtidos, a espécie H. bifasciatus apresenta grande
potencial para ser utilizada em testes de toxicidade como espécie padréo,
representante da ictiofauna nacional, pois apresenta caracteristicas como
facilidade de manutencdo em laboratério e alta sensibilidade a alteracdes
causadas por toxicantes. Necessita-se, porém, de maiores estudos quanto a

reproducdo em cativeiro e sensibilidade a substancias de referéncia.
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