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RESUMO. A concentração letal 50% e os efeitos histopatológicos do herbicida diquat para 
a tilápia nilótica (Oreochromis niloticus) foram avaliados em três experimentos. Os peixes 
foram expostos às concentrações de 0; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; e 60 mg de diquat L-1 e a 
histologia da brânquia e do fígado foi avaliada nos peixes sobreviventes. A CL (I) 50-96h do 
diquat estimada foi de 37,28 mg L-1, com limite inferior de 33,12 mg L-1 e superior de 41,44 
mg L-1. No tratamento com 30, 35 e 40 mg L-1, ocorreram início de fusão apical das lamelas 
secundárias; com 45 e 50 mg L-1 ocorreram congestão nas lamelas primárias e no tratamento 
com 55 mg L-1, ocorreu congestão sangüínea nas lamelas secundárias. O fígado dos peixes 
dos tratamentos controle, 30 e 35 mg L-1 estavam com organização cordonal dos 
hepatócitos. Nos tratamentos com 40 e 45 mg L-1, ocorreram hipertrofia dos hepatócitos; 
com 50 e 55 mg L-1 ocorreram fusão celular e presença de vacúolos. O diquat apresentou 
baixo risco de intoxicação à tilápia nilótica e as alterações histopatológicas mais severas 
ocorreram somente nas concentrações mais elevadas. 
Palavras-chave: brânquia, fígado, concentração letal, histopatologia, peixe teleósteo, herbicida. 

ABSTRACT. Acute toxicity and histopathologic effects of diquat herbicide on the 

gill and liver of nile tilapia (Oreochromis niloticus). The lethal concentration of 50% (LC 
(I) 50-96h) and the histopathologic effects of diquat herbicide on Nile tilapia (Oreochromis 
niloticus) fish were evaluated in three experiments. The fishes were exposed to 
concentrations of 0, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 and 60 mg diquat L-1, and gill and liver 
histology were evaluated in the surviving fishes. The estimated LC (I) (50-96h) of diquat was 
37.28 mg L-1, with lower limits of 33.12 mg L-1 and upper limits of 41.44 mg L-1. In the 
treatment with 30, 35 and 40 mg L-1, signs of apical fusion of the secondary lamellae were 
observed; with 45 and 50 mg L-1, congestion of the primary lamellae was observed; in the 
treatment with 55 mg L-1, congestion of blood vessels on secondary lamellae took place. 
The livers of fishes in treatments with 0, 25, 30 and 35 mg L-1 showed cordonal 
organization of hepatocytes. In the treatments with 40 and 45 mg L-1, hypertrophy of 
hepatocytes took place; with 50 and 55 mg L-1, cell fusion and the presence of vacuoles 
inside hepatocytes were observed. Diquat presented low risk of toxicity for nile tilapia, as 
the more severe histopathologic alterations occurred only in higher concentrations. 
Key words: gill, liver, lethal concentration, histopathology, teleost fish, herbicide. 

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    

O aumento na disponibilidade de nutrientes, nos 
corpos d’água, associado às altas taxas de crescimento 
e capacidade de reprodução, cria condições 
favoráveis ao crescimento e desenvolvimento de 
excessivas biomassas de macrófitas aquáticas 
(Seshavatharam, 1990). A presença dessa biomassa 
vegetal pode causar efeitos negativos ao ecossistema 
aquático e prejudicar algumas atividades, tais como a 
navegação, o transporte, a captação de água, o lazer, a 

geração de energia elétrica e outros usos múltiplos 
da água (Pitelli, 1998).  

No Brasil, as grandes colonizações de macrófitas 
aquáticas tem provocado sérios problemas em usinas 
hidrelétricas pelo entupimento das grades de 
proteção das turbinas por macrófitas submersas e 
flutuantes (Velini, 2005). 

Dentre as opções de manejo das macrófitas 
aquáticas, o controle químico com a utilização de 
herbicidas vem ocorrendo desde o final da década de 
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60, porém este método de controle necessita ser 
mais bem avaliado, pois tais substâncias químicas 
apresentam diferentes características físico-química e 
toxicidade a organismos não-alvos (Guimarães et al., 
2003). 

Assim, o diquat (1-1’-etileno-2-2’-dibrometo de 
bipiridílio) é um herbicida utilizado nos EUA para o 
controle de macrófitas aquáticas (Reward, 2002). 
Este herbicida promove a formação de radicais livres 
que oxidam lipídeos, que provoca a ruptura das 
membranas celulares, levando à necrose de tecidos 
(Hess, 1993). 

Atualmente, o diquat tem sido testado para o 
controle de macrófitas aquáticas no Brasil (Pitelli  
et al., 2004; Velini, 2005). Porém, para o processo de 
registro e homologação de produtos químicos a 
serem utilizados, no ambiente, é necessária a 
realização de estudos ecotóxicológicos para avaliar o 
comportamento ambiental do produto (Parma de 
Croux et al., 2002). 

Os estudos ecotoxicológicos representam um 
instrumento inicial para a obtenção de dados quali e 
quantitativos sobre a toxicidade e os efeitos adversos 
provocados pelas substâncias químicas aos 
organismos não-alvos. Estes estudos também 
possibilitam avaliar o potencial ou nível de impacto 
dos compostos tóxicos sobre os organismos que 
estão expostos no ambiente (Cooney, 1995). 

Alguns estudos sobre a toxicidade aguda de 
herbicidas são citados com o diquat em 
Ctenopharygodon idella (El-Deen et al., 1992); paraquat 
em machos e fêmeas de Cnesterodon decemmaculatus 
(Marzio et al., 1998); paraquat em Oreochromis 
niloticus (Babatunde et al., 2001) e o clamazone, 
quinclorac e metsulfuron methyl em Ramdhia quelen 
(Miron et al., 2005). 

Além do efeito tóxico, a utilização de herbicidas, 
no ambiente aquático para o controle de macrófitas, 
pode provocar efeitos adversos na morfologia dos 
peixes. Em Oreochromis niloticus, o glifosato causou 
proliferação das células das lamelas secundárias, 
hiperplasia, fusão lamelar e aneurisma na brânquia, 
vacuolização e picnose nuclear no fígado e dilatação 
do espaço de Bawman’s no rim (Jiraungkooskul et 

al., 2002). Em Anguilla anguilla, o fenitrothion causou 
redução do nível de glicogênio no fígado e no 
músculo (Aguiar et al., 2004), porém trabalhos com a 
toxicidade e os efeitos do diquat, nos organismos 
aquáticos, são escassos na literatura. 

Neste contexto, devido a possibilidade de 
utilização do diquat para o controle de macrófitas 
aquáticas, o presente trabalho foi conduzido com os 
objetivos de estimar o valor da CL(I) 50-96h do diquat 
para a tilápia nilótica (Oreochromis niloticus), uma 

espécie exótica, mas muito comum e aclimatada as 
condições hídricas do Brasil, e avaliar os possíveis 
efeitos histopatológicos causados na brânquia e no 
fígado dos peixes sobreviventes durante o teste de 
toxicidade aguda. 

Material e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodos    

Os experimentos foram conduzidos, no 
Laboratório de Impacto Ambiental do Núcleo de 
Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia 
(Nepeam), da Faculdade de Ciências Agrárias e 
Veterinárias da Universidade Estadual Paulista, 
Unesp, Campus de Jaboticabal. 

A formulação de diquat utilizada foi a Reward®, 
comercializada nos EUA. Esta formulação, específica 
para ambientes aquáticos, contem 447 g L-1 do sal de 
dibrometo de diquat ou 240 g L-1 do cátion diquat e 
foi classificada na classe toxicológica II (Reward, 
2005). 

Para a realização dos testes preliminares e 
definitivos de toxicidade aguda do diquat, 90 peixes 
com peso de 7,5 ± 1,0 gramas foram aclimatados na 
densidade de 2,70 g L-1, por 10 dias, na sala de 
bioensaio com temperatura a 27 ± 2°C e 
fotoperíodo de 12h. A aclimatação foi realizada em 
uma caixa com capacidade para 250 L, com sistema 
de aeração contínuo, promovido por bombas de ar e 
circulação de água durante 24h. Neste período, os 
peixes foram alimentados com ração comercial ad 
libitum, uma vez ao dia. 

As características da água utilizada, nos testes 
foram mantidas de acordo com as recomendações do 
Ibama (1987) com temperatura de 26,85 ± 0,6 ºC; 
pH 7,54 ± 0,5; oxigênio dissolvido 7,59 ± 0,6 mg L-1; 
condutividade elétrica 0,180 µS cm-1 e dureza 58 ± 
1,9 mg de CaCO3 L

-1. 
Para o controle de sensibilidade dos organismos-

teste, foram realizados testes periódicos de 
toxicidade aguda, com 96h de duração, utilizando 
como substância referência o dicromato de potássio 
com teor de pureza de 99,9%, de acordo com a 
recomendação do Ibama (1987). A concentração letal 
(CL (I) 50-96h) do dicromato de potássio estimada para 
a O. niloticus foi de 127,98 ± 36,41 mg L-1. 

Os testes preliminares de toxicidade aguda foram 
realizados para determinar o intervalo de 
concentração do diquat entre os valores que 
causaram zero e 100% de mortalidade dos peixes 
(Cetesb, 1999). Em todos os experimentos, os 
tratamentos foram dispostos em delineamento 
experimental inteiramente casualizado (DIC), com 
três replicas e três animais em cada réplica, na 
densidade de 3,75 ± 0,5 g L-1. 

O período de exposição dos animais foi de 96h e 
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o sistema de condução dos testes foi o estático, sem 
substituição ou sifonagem de água e sem 
alimentação, durante o período de exposição dos 
peixes ao herbicida. 

Para os testes definitivos de toxicidade aguda (CL 
(I) 50-96h), os peixes foram expostos às concentrações 
de 0; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55 e 60 mg L-1 e os 
valores de CL (I) 50-96h foram calculados pelo método 
Trimmed Spearman-Karber (Halmiton et al., 1977). 

Para a análise histopatológica da brânquia e do 
fígado dos peixes expostos ao diquat, foram 
utilizados três animais de cada tratamento. Os órgãos 
foram retirados e fixados em solução de formaldeído 
tamponado (0,1M; pH 7,3), por 24h. Após a fixação, 
os fragmentos dos órgãos foram desidratados em 
etanol, diafanizados em xilol e incluídos em parafina 
plástica (Histosec® Merck). A seguir, foram 
realizados cortes histológicos em micrótomo 
automático (Leica – RM-2155), obtendo-se secções 
de 3 a 5 µm de espessura, que foram corados com 
hematoxilina-eosina e reagidos PAS (Behmer et al., 
1976). 

Resultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussão    

No tratamento-controle não ocorreu 
mortalidade dos peixes após 96h de exposição. No 
tratamento com 25 e 30 mg L-1 ocorreram 22,2% de 
mortalidade; nos tratamento com 35 e 40 mg L-1 
ocorreu 33,3 e 66,6% de mortalidade, 
respectivamente; nos tratamentos com 45 e 50 mg L-1, 
77,7%; no tratamento com 55 mg L-1, 88,8% e, no 
tratamento com 60 mg L-1, ocorreu 100% de 
mortalidade dos peixes após 96h de exposição. 

A concentração letal 50% (CL (I) (50-96h)) do 
diquat estimada para a Oreochromis niloticus foi de 
37,28 mg L-1, com limite inferior de 33,12 mg L-1 e 
superior de 41,44 mg L-1. A equação linear que 
representa a relação concentração-resposta e r2 do 
diquat estimada para a tilápia nilótica estão 
apresentadas na Figura 1. 

A toxicidade do diquat para O. niloticus foi menor 
que a descrita em Oncorhynchus mykiss com CL (I) (50-
96h) de 20,40 mg L-1 (Simonin e Skea, 1977) e em 
Stizostesdion viterum, Micropterus salmonides e 
Micropterus dolomieu com CL 50 (I) 50-96h entre 0,74 e 
4,9 mg L-1 (Paul et al., 1994), porém, foi maior em 
Gambusia affinis, com CL (I) (50-96h) de 289 mg L-1 
(Leung et al., 1983) e em Carassius auratus, com CL 
50 (I) (50-96h) de 85 mg L-1 (Berry Junior, 1984). 

Quando comparado a outros herbicidas, a 
toxicidade do diquat para O. niloticus foi menor em 
relação ao paraquat para a mesma espécie com 11,84 
mg L-1 (Babatunde et al., 2001) e do clomazone para 
Rhamdia quelen, com CL (I) (50-96h) de 7,32 mg L-1 

(Miron et al., 2005). No entanto, a toxicidade do 
diquat para O. niloticus foi maior do que a toxicidade 
do glifosato para Cyprinus carpio com CL 50 (I) (50-96h) 
de 620 mg L-1 (Neskovic et al., 1996); do que a 
toxicidade do 2,4-D para Tinca tinca, com 800 mg L-1 
(Gómez et al., 1998) e do que a toxicidade do 
quinclorac para R. quelen com CL 50 (I) 50-96h de 395 
mg L-1 (Miron et al., 2005). 
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Figura 1. Representação da relação concentração-resposta, CL (I) 
(50-96h) e r2 do diquat para a Oreochromis niloticus. 

Nas brânquias, os peixes expostos aos 
tratamentos com 0 e 25 mg L-1 apresentaram 
histoarquitetura constituídas por lamelas primárias 
que, em intervalos regulares, formavam as lamelas 
secundárias. Estas formadas por duas camadas de 
células epiteliais pavimentosas, células pilares, 
células-cloreto e as células mucosas (Figura 2a). 

Nos tratamentos com 30, 35 e 40 mg L-1 ocorreu, 
hiperplasia das células de revestimento, 
desenvolvimento do epitélio interlamelar e início de 
fusão apical das lamelas secundárias (Figura 2b). 
Esses efeitos são similares ao descrito por Poleksic e 
Karan (1999) em Cyprinus carpio expostas a 0,02 mg 
de trifluralina L-1 e por Altinok et al. (2006) em 
Oncohynchus mykiss expostos a 3,75 e 7,5 mg de 
methiocarb L-1. Estas lesões histopatológicas causam 
danos a integridade morfo-funcional da brânquia 
reduzindo sua eficiência em realizar as funções 
fisiológicas (Mallatt, 1985). 

Segundo Skidmore e Tovell (1972), a fusão 
lamelar ocorre devido ao aumento da adesão entre 
células epiteliais e o sistema de sustentação das 
células pilares, associados ao colapso da integridade 
da estrutura da lamela secundária. Esse efeito pode 
ser um mecanismo de proteção do peixe, pois 
diminui a área de exposição das lamelas secundárias 
ao agente intoxicante (Cengiz e Unlu, 2002; Cruz, 
2005). Assim, a tilápia nilótica pode ter desenvolvido 
este mecanismo para sua proteção e integridade das 
lamelas secundárias e primárias. 

Na concentração com 45 mg L-1, ocorreu 

R2 

mg L-1 

(mg L-1) 
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congestão sanguínea nas lamelas primárias e 
desarranjo das lamelas secundárias (Figura 2c), como 
observado por Babatunde et al. (2001) em O. niloticus 
expostas ao paraquat nas concentrações entre 11,2 e 
14,2 mg L-1. 

A entrada do diquat pelo mecanismo contra-corrente 
e seu efeito nas células das lamelas podem ter danificado 
a estrutura branquial. O efeito secundário da 
desorganização da estrutura branquial é a menor 
eficiência na absorção de oxigênio devido ao aumento da 
distancia de difusão lamelar (Fanta et al., 2003). 

Nas concentrações com 50 e 55 mg de diquat L-1, 
ocorreram os mesmos efeitos observados nas 
concentrações com 40 e 45 mg L-1, porém, ocorreu, 
ainda, congestão nas lamelas secundárias e edema 
subepitelial (Figura 2d). Estas alterações também 
foram observadas por Altinok et al. (2006) em O. 

mykiss expostas ao methiocarb nas concentrações 
entre 3,75 e 7,5 mg L-1. A congestão na lamela 
secundária pode ser uma tentativa do peixe em 
diminuir as trocas gasosas, reduzindo a absorção do 
herbicida pela estrutural branquial. 

As alterações histopatológicas provocadas pelo 
herbicida diquat na brânquia de O. niloticus foram 
similares às descritas por Poleksic e Karan (1999) em 
C. carpio expostos a trifluralina; Babatunde et al. 
(2001) em O. niloticus expostos ao paraquat; Cruz 
(2005) em pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos ao 
inseticida organofosforado paration metílico e 
Altinok et al. (2006) em Oncorhynchus mykiss expostos 
ao methiocarb. Segundo Mallatt (1985), estas 
alterações ocorrem devido à exposição a uma série 
de substâncias como, metais pesados, 
organofosforado e organoclorados. 
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Figura 2. Fotomicrografia da brânquia no tratamento-controle; 
40; 45 e 55 mg de diquat L-1. (a) controle - destacando as lamelas 
primárias (LP) e lamelas secundárias (LS) e células pilares (CP) da 
lamela secundária. HE, 200x; (b) 40 mg L-1 - destacando a 
redução do espaço interlamelar (seta) e fusão apical (F) das 
lamelas secundárias. HE, 200x; (c) 45 mg L-1 - destacando a 
congestão nas lamelas primárias (C) HE, 200x; (d) 55 mg L-1 - 
destacando a congestão nas lamelas secundárias (CS). HE, 200x.  

No fígado, os hepatócitos dos tratamentos com 
0; 25; 30 e 35 mg L-1 apresentaram forma hexagonal, 
levemente arredondado, com o citoplasma róseo 
(alta acidofilia), núcleo central com um ou dois 
nucléolos e organização cordonal das células (Figura 
3a). Estas características foram similares às 
observadas por Souza et al. (2001) e Cruz (2005) para 
o pacu (Piaractus mesopotamicus). 

No tratamento com 40 mg L-1, foi observado 
desarranjo da organização cordonal e hipertrofia dos 
hepatócitos e picnose nuclear (Figura 3b), similar ao 
observado em larvas Sparus aurata expostas ao 
imazapyr, terbutrin e ao triasulfuron (Arufe et al., 
2004) e em Carassius auratus expostos ao óleo de 
lavagem (Nero et al., 2006).  

A mudança, na granulação citoplasmática dos 
hepatócitos, provoca redução da eficiência do fígado 
podendo causar o mau funcionamento de outros 
órgãos levando à morte do peixe. Estas alterações 
podem indicar a degeneração inicial dos processos 
intracelulares dos hepatócitos, pois o fígado realiza 
importantes funções no processo de desintoxicação 
do animal (Dutta et al., 1993; Haschek e Rousseaux, 
1996). 

Nos tratamentos com 45, 50 e 55 mg L-1, 
ocorreram desarranjo da organização cordonal, 
deslocamento do núcleo para a periferia das células, 
desorganização da histoarquitetura do 
hepatopâncreas e migração dos grânulos de 
glicogênio para regiões próximas ao hepatopâncreas 
(Figura 3c). Estes efeitos foram similares aos 
observados por Neskovic et al. (1996) em Cyprinus 
carpio expostas ao glifosato.  
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Figura 3. Fotomicrografia do fígado no tratamento com 0; 40; 50; 
55 mg L-1. (a) 0 mg L-1, destacando a organização cordonal dos 
hepatócitos (traço), hepatócito (H) HE 400x; (b) 40 mg L-1 - 
destacando a desorganização do arranjo cordonal e hipertrofia dos 
hepatócitos (H) e picnose nuclear (seta). HE, 200x. (c) 50 mg L-1 
- destacando a necrose o hepatopâncreas (HP) e migração dos 
grânulos de glicogênio (G) PAS, 200x e (d) 55 mg L-1 - 
destacando a presença de vacúolos (seta) no interior dos 
hepatócitos (H) e fusão celular (F) HE, 200x. 

(a) 

(c) 
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Nos tratamentos com 50 e 55 mg L-1, ocorreu, 
em algumas regiões, fusão celular e presença de 
vacúolo (Figura 3d). A fusão celular também foi 
observada em P. mesopotamicus, expostos ao paration 
metílico nas concentrações de 5,0 e 7,5 mg L-1 e a 
vacuolização do citoplasma celular foi observado em 
jovens de P. mesopotamicus expostos à azadiractina nas 
concentrações de 0,29; 0,59 e 0,88 mg L-1 (Cruz, 
2005). 

ConclusãoConclusãoConclusãoConclusão    

O diquat apresentou baixo risco de intoxicação à 
tilápia nilótica (Oreochromis niloticus), pois a 
concentração letal 50% estimada para a esta espécie 
ficou entre o intervalo de 10 mg L-1 e 100 mg L-1 de 
acordo com Zucker (1985). As alterações 
histopatológicas mais severas provocadas, na brânquia e 
no fígado dos peixes, ocorreram somente nas 
concentrações mais elevadas. Assim, apesar do intervalo 
de segurança entre a concentração letal 50% e a 
concentração recomendada para o controle de algumas 
espécies de macrófitas submersa (0,4 mg L-1), Reward 
(2002), a utilização do diquat no ambiente aquático 
requer cuidados devido à biodiversidade de organismos 
presentes no ambiente aquático. 
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